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Zusammenfassung

v

Hintergrund: Die biochemischen und physi-
kalischen Eigenschaften von Matrices sind von
entscheidender Bedeutung bei der Geweberege-
neration. In dieser Studie wurde die neuartige,
aus Cellulose bestehende, 3-dimensionale Matrix
Xellulin® angewendet und in Hinblick auf die
Biokompatibilitit und Eignung zur Gewebe-
regeneration in vitro und in vivo evaluiert.
Material und Methoden: Die zu evaluierende
Matrix Xellulin® ist eine natiirliche hydrologi-
sche Gel-Matrix, die aus bakterieller Cellulose
und Wasser besteht. In vitro erfolgte eine Besie-
delung und Kultivierung der Matrix mit huma-
nen Fibroblasten zur Evaluation der Biokompa-
tibilitdt und des Zellverhaltens im Hinblick auf
Adhdrenz und Proliferation. In vivo wurden Prd-
adipozyten, isoliert aus den inguinalen Fettkor-
pern von 4 bis 6 Wochen alten Wistar-Ratten, in
3 Cellulose-Matrices unter 3 unterschiedlichen
Bedingungen transplantiert: a) mit 500000 Pra-
adipozyten subkutan, b) mit 500000 Prdadipo-
zyten vaskularisiert in einem In-vivo-Bioreaktor,
¢) ohne Prdadipozyten subkutan als Kontrolle. Nach
Explantation am 14. postoperativen Tag erfolgte
die histologische (Zellmorphologie) und immun-
histochemische Evaluation (Kapillarisierung).
Ergebnisse: In vitro zeigt sich eine ausgezeich-
nete Biokompatibilitit mit guter Adhdrenz der
Fibroblasten auf der Matrix mit nachgewiesener
Proliferation und Ausbildung eines 3-dimensio-
nalen Zellnetzwerkes. In vivo kann in allen Ver-
suchsgruppen eine Kapillarisierung entlang der
vorgegebenen Kapillarbettstrukturen mit Nach-
weis von Erythrozyten (H/E-Firbung) sowie die
Prasenz von Endothelzellen (RECA-1-Immunbhis-
tochemie) nachgewiesen werden. Eine signifi-
kant héhere Kapillarisierung zeigt sich in der vas-
kularisierten Bioreaktor-Gruppe (18,4 vessels/
100000um? (Gruppe b) vs. 8,1 (Gruppe a),
p<0,05). Die Zelldichte ist ebenso in der vaskula-

Abstract
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Background: Biological and physical charac-
teristics of matrices are one essential factor in
creating bioartificial tissue. In this study, a new
3-dimensional cellulose matrix (Xellulin®) was
tested in terms of biocompatibility and applica-
bility for tissue engineering in vitro and in vivo.
Materials and Methods: The tested matrix
Xellulin® is a natural hydrological gel-matrix
containing bacterial cellulose and water. To
evaluate the cell biocompatibilty, cell adheren-
ce and proliferation characteristics in vitro, the
matrix was cultured with human fibroblasts.
Further in vivo studies were carried out by
transplanting preadipocytes of 4- to 6-week-
old Wistar rats with 3 different conditions:
a) Xellulin® including 500 000 preadipocytes sub-
cutaneous, b) Xellulin® including 500000 pre-
adipocytes within an in vivo bioreactor chamber,
¢) Xellulin® without cells subcutaneous as con-
trol. After explantation on day 14 histomorpho-
logical and immunohistochemical evaluations
were performed.

Results: In vitro study revealed an excellent
biocompatibility with good cell adherence of
the fibroblasts on the matrix and evidence of
cell proliferation and creation of a 3-dimensional
cell network. In vivo neocapillarisation could
be shown in all groups with evidence of ery-
throcytes (H/E staining) and endothelial vascu-
lar cells (RECA-1-staining). A significantly higher
vascular density was shown in vascularised bio-
reactor group (18.4 vessels/100000um? (group
b) vs. 8.1 (group a), p<0.05). Cell density was the
highest in the vascularised group, but without
significant values. No immunogenic reaction to
the matrix was noticed.

Discussion: The promising in vitro results con-
cerning cell adherence and proliferation on the
tested matrix could be confirmed in vivo with an
evidence of 3-dimensional neocapillarisation.
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risierten Bioreaktor-Gruppe am hdchsten, ohne eine Signifikanz
zu erzielen. Eine immunogene Reaktion auf die Cellulose-Matrix
zeigt sich nicht.

Schlussfolgerung: Die positiven Ergebnisse in vitro beziiglich
der Zelladhdrenz und Proliferation in der Cellulose-Matrix be-
stdtigt sich in vivo mit zusdtzlicher Ausbildung von 3-dimensio-
nalen Kapillarbettstrukturen. Das Zell-Uberleben ist nach Tag 14
bei Verwendung des vaskularisierten In-vivo-Bioreaktors ver-
bessert, jedoch nicht signifikant. Eine neuerliche Versuchsserie
iiber einen lingeren Zeitraum (28-42 Tage) ist erforderlich, um
das langfristige Zell-Uberleben und die Stabilititsvorteile der
Cellulose-Matrix als vielversprechende Matrix in der Gewebe-
regeneration zu evaluieren. Des Weiteren sind Studien hinsicht-
lich des Gewebeeinbaues in umliegende Nachbarstrukturen
sowie Langzeit-Biokompatibilitdtsstudien notwendig.
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Cell survival was higher in the vascularised group, but without
significance. Long-term tests (28-42 days) need to be carried out
to evaluate long-term cell survival and the matrix stability.
Furthermore, studies concerning the implementation of the
matrix within anatomic structures as well as long-term biocom-
patibility are needed.

Einleitung

v

Der Ersatz von funktionell eingeschranktem oder destruiertem
Gewebe durch die Transplantation von Zellen oder von artifiziell
hergestellten Gewebestrukturen ist nicht zuletzt in der rekonst-
ruktiven Chirurgie von klinischer Bedeutung. Die Herstellung
von kiinstlichem Gewebe erfordert die Transplantation von
Vorlduferzellen mit der Fahigkeit, sich zu vollwertigen Zellen
innerhalb einer biologischen oder artifiziellen Umgebung zu
entwickeln [1]. Ebenso entscheidend fiir die Entstehung einer
3-dimensionalen Gewebestruktur sind neben der geeigneten
Zellwahl jedoch auch andere Faktoren wie die Kapillarisierung
und die biomechanischen Eigenschaften der Matrix und die In-
tegration in das umliegende Gewebe. Die Vaskularisierung und
somit die Nutrition der transplantierten Zellen erfordert in
einem 3-dimensionlane Gewebeblock das Vorhandensein eines
GefdBnetzes. Hierzu sind verschiedene In-vivo-Modelle be-
schrieben, allem voran das AV-loop Modell oder die axiale
Versorgung [2-8].

Die eigentliche Matrix muss neben der Biokompatibilitdt multi-
ple weitere Eigenschaften vorweisen, um zu gewdhrleisten, dass
die transplantierten Zellen adhdrieren, migrieren, proliferieren
und sich weiter differenzieren konnen [9,10]. Ein weiteres
wesentliches Kriterium ist dabei auch der Vorgang einer gegebe-
nenfallls méglichen Biodegrabilitdt. Die Matrix sollte dabei ohne
Bildung von toxischen Substanzen abbaubar sein, um so ein Ein-
wachsen des sich neu formierenden artifiziellen Gewebes zu er-
moglichen [11,12]. Die Matrix sollte auch so beschaffen sein,
dass sie Gewebedruck ausreichend standhalten kann, gleichzei-
tig jedoch {iber eine ausreichende Porositdt verfiigt, um die Aus-
bildung eines Kapillarnetzes zu erlauben [12,13]. Dabei ist die
Interkonnektivitdt der Porenstrukturen von entscheidender Be-
deutung, sodass ein homogenes Zellwachstum und eine Bereit-
stellung mit Ndhrstoffen sowie ein Abtransport von Metaboliten
gewdhrleistet werden kann. Verschiedene Matrices sind bereits
umfangreich in einer Vielzahl von Studien eingesetzt und so-
wohl in vitro als auch in vivo untersucht worden. Hydrogele wie
Fibrin, als eines der meist eingesetzten Matrices, haben sich bei
entsprechender Konzentration als positiv in Bezug auf das Uber-
leben der transplantierten Zellen erwiesen. Aufgrund der
schnellen Degeneration des Fibrin ist es jedoch zur Herstellung
einer langfristig stabilen Matrix als alleinige Komponente nicht
ausreichend [7,11]. 3-dimensionale Scaffolds wie poly(L-Laktat-
sdure) (PLLA) zeigen eine deutlich lingere Degenerationszeit
von bis zu mehreren Monaten und haben als Bestandteil in meh-

reren medizinischen Produkten wie Nahtmaterial oder Implan-
taten bereits Einzug in der medizinischen Anwendung gefunden
[12,14,15].

Das in dieser Studie untersuchte Biomaterial Xellulin® besteht
aus kristalliner Cellulose, die von Gluconacetobacter xylinus pro-
duziert wird, und circa 99% aus Wasser besteht [16]. Die regel-
madRige Abfolge von Cellulosefaserbiindeln im Nanometer-
bereich bildet eine geriistartige 3-dimensionale Umgebung, die
eine ausreichende Diffusion zur Zellnutrition gewdhrleistet. Cel-
lulose ist als biologisches Produkt im Sdugerorganismus inert
und in seiner Herstellung sehr flexibel. So konnten im Bereich
des Knorpel-Tissue-Engineering vielversprechende Ergebnisse
mit einer guten Migration und Besiedlung der Cellulose-Matrix
mit Chondrozyten erzielt werden [9]. Bickdahl et al. beschrieben
zuvor bereits eine gute Biokompatibilitdt der Cellulose, unter
anderem in Bezug auf glatte Muskelzellen in der Herstellung von
artifiziellen GefdBprothesen [17,18]. Mit dem Ziel, artifizielles
Gewebe fiir die Anwendung in der Rekonstruktion von Weich-
teilgewebedefekten herzustellen, wurde in dieser Studie die Bio-
kompatibilitidt einer 3-dimensionalen, mit Kandlchen struktu-
rierten Cellulose-Matrix in vitro und in vivo evaluiert.

Material und Methoden

v

Cellulose-Matrix Xellulin®

Essigsdurebakterien produzieren unter anderem Exopolysac-
charide wie Acetan und Cellulose. Gluconacetobacter xylinus ist
dabei der bekannteste Produzent von reiner Cellulose in grof3en
Mengen, wobei die produzierten Cellulosefasern mit einem
Fibrillen-Durchmesser von etwa 100nm 100-mal diinner sind
als pflanzliche Cellulosefasern [19]. Trotz dieses geringen Durch-
messers verfiigen die so synthetisierten Fasern iiber eine sehr
hohe Festigkeit von 0,33 MPa im Zugversuch, was jedoch gleich-
zeitig mit einer geringen Elastizitdt einhergeht [20]. Ein Vorteil
fiir den medizinischen Einsatz ist die hohe Temperaturstabilitdt,
da eine thermische Zersetzung erst bei circa 300 °C eintritt und
somit eine Dampfsterilisation méglich ist [21]. Das hier benutzte
Verfahren zur Herstellung der Cellulose nutzt eine Mikrofiltra-
tionsmembran zur Trennung des Produzenten Gluconacteobac-
ter xylinus vom Kulturmedium. Das dabei entstehende Cellulose-
Pellikel besteht aus mehreren, parallel angeordneten Schichten
mit vertikalen Kapillaren im Abstand von 200um (¢ Abb. 1)
[22]. Die so hergestellte Cellulose-Matrix wird dampfsterilisiert
und in PBS (5%ig) gelagert.
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Abb. 1 Elektronenmikroskopische Oberflachen-Darstellung der
Cellulose-Matrix mit Nachweis der vertikalen Versorgungskandlchen in
einem Abstand von 200 um (a); Querschnitt der Matrix zur Darstellung
der Porositat und zusétzlichen horizontal verlaufenden Kandlchen (b).

Zellkultur (Fibroblasten, Adipozyten)

Humane dermale Fibroblasten wurden aus einer Hautbiopsie
isoliert. Die Zellen wurden in Dulbecco’s modifiziertem Eagle's
Medium (Sigma-Aldrich, Irvine, GroRbritannien) mit 1%igem
Penicillin-Streptomycin-Gemisch sowie 10%igem Rinderserum
(Viralex, PAA Laboratories, Linz, Osterreich) suspendiert. Das
Kulturmedium wurde jeden 2.-3. Tag gewechselt und die Zellen
in 3 Passagen expandiert, entsprechend geldst mittels Trypsin
0,25% und in T 75 Kulturflaschen im Verhadltnis 1:3 resuspendiert.
Die fiir die In-vivo-Transplantation verwendeten Adipozyten
wurden aus den inguinalen Fettdepots von 4 bis 6 Wochen alten
Wistar-Ratten gewonnen. Die explantierten Fettpolster wurden
unter sterilen Bedingungen zerkleinert und in PBS gewaschen.
Das so verarbeitete Fettgewebe wurde hierauf in einer 3,5 %igen
Albumin-Phosphatpuffer-Lésung mit D-Glukose und Kollagenase
[ fiir 3 Stunden bei 37 °C in einem Schiittelwasserbad inkubiert.
Nach Zentrifugation des Digestates wurde der mehrschichtige
Uberstand iiber dem Zellsediment verworfen. Das gewonnenen
Zellsediment wurde erneut zentrifugiert, in PBS resuspendiert
und mittels eines Zellsiebes (Falcon Cell Strainer, 70um Poren-
groRe) filtriert, die Zellzahl bestimmt und die Praadipozyten in
Kulturflaschen ausgesdt. Nach Expansion in bis zu 3 Passagen
und einer ausreichenden Zellzahl erfolgte die unten beschriebene
Transplantation der Zellen. Der histologische Nachweis der Pra-
adipozyten erfolgte mittels Oil-Red Farbung.

In-vitro-Besiedlung der Cellulose-Matrix

Zur Uberpriifung der Biokompatibilitit der Cellulose-Matrix
wurden diese in der benétigten Anzahl bei 121 °C fiir 20 min ste-
rilisiert und in einer 48-Well-Platte jeweils mit 200000 Fibro-
blasten und 0,5ml Medium inkubiert. Die Verlaufskontrolle zur
Beurteilung der Zelladhdsion und -migration erfolgte mittels
Lichtmikroskopie (Olympus Corporation, Tokyo, Japan) alle
24 Stunden iiber einen Zeitraum von 15 Tagen. Zur immunhisto-
chemischen Auswertung erfolgte an Tag 1, 3 und 7 jeweils ein
BCA-Protein-Assay. Hierzu wurden die besiedelten Cellulose-
Matrices mit PBS gewaschen und mit 1ml Kollagenase-Tryp-
sin-Losung in einem R6hrchen bei -30 °C gelagert. Der Nachweis
erfolgte hierauf bei einer Wellenldnge von 595nm sowohl an
den Proben als auch einer entsprechenden Leer-Kontrolle.
Dariiber hinaus erfolgte an Tag 1, 4, 8 und 15 ein Alamar-blue-
Assay zum Nachweis der Zellviabilitdt. Hierzu wurden die Cellulose-
Matrices mit 10%iger Alamar-blue-Lésung fiir 1 Stunde inku-
biert. Der Effloreszenz-Nachweis erfolgte hierauf entsprechend
bei 570nm. Zur strukturellen Analyse erfolgten ergdnzend an
Tag 7 und 15 die Durchfiihrung elektronenmikroskopischer Un-
tersuchungen (SEM) nach Fixierung der Praparate in 4 %igen Pa-
raformaldehyd (PFA) fiir 30min und anschlieBender Dehydrie-

rung in steigender Athanol-Konzentration (fiir jeweils 5min in
50, 70, 80, 90 und 100% EtOH).

In-vivo-Transplantation und Versuchsgruppen

4-6 Wochen alte, mdnnliche Wistar-Ratten wurden entspre-
chend des genehmigten Tierversuchsprotokolls im Institut fiir
Tierversuchskunde an der Uniklinik RWTH Aachen bei 21°C
unter Tag-Nacht-Rhythmus gehalten und versorgt. An jedem der
Tiere erfolgte die Implantation von 3 Cellulose-Matrices in fol-
gender Einteilung: a) mit 500000 Prdadipozyten subkutan,
b) mit 500000 Prdadipozyten vaskularisiert in einem In-vivo-
Bioreaktor unter Verwendung der Vasa epigastrica als axiale
Versorgungsgefifde der Cellulose-Matrix, c) ohne Prdadipozyten
subkutan als Kontrolle. Nach Explantation am 14. postoperati-
ven Tag erfolgte die histologische (Zellmorphologie mittels H/E
und Oil Red) sowie immunhistochemische Evaluation (Kapillari-
sierung mittels RECA-1).

Implantation der Cellulose-Matrices

Die Implantation der Cellulose-Matrices erfolgt wie vorbeschrie-
ben in Wistar-Ratten unter 3 unterschiedlichen Bedingungen.
Hierzu wurden die Ratten mittels intraperitonealer Applikation
von Ketamin (10%ig, 0,06 ml/100g KG, Medistar Ascheberg,
Deutschland) und Medetomidine (0,03 ml/100 g KG, Pfizer, Paris,
Frankreich) andsthesiert. Nach sterilem Abwaschen der OP-
Gebiete erfolgte die Hautinzision im Sinne einer Laparatomie. Nach
Dissektion der Rectus-Muskulatur erfolgte lupenmikroskopi-
sche die Darstellung und Freilegung der Vasa epigastrica inferior
und superior auf der kompletten Linge. Hierauf erfolgte die Im-
plantation des In-vivo-Bioreaktors mit der Vasa epigastrica als
zentrales Versorgungsgefald wie von Dunda et al. zuvor beschrie-
ben [7]. Nach der Implantation der Cellulose-Matrix in die Bio-
reaktor-Kammer wurden 500000 Prdadipozyten in einem
Gesamtvolumen von 0,3 ml PBS der Cellulose-Matrix hinzugefiigt
und die Bioreaktor-Kammer vollstdndig verschlossen. Der Wund-
verschluss erfolgte mehrschichtig mit Adaptation der Rectus-
Muskulatur (Vicryl 4.0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) so-
wie Hautnaht (Prolene 4.0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland).
Zur subkutanen Implantation der Cellulose-Matrices erfolgte die
Hautinzision mit Praparation einer epifaszialen Tasche im Be-
reich beider Flanken. Hiernach erfolgte die Zugabe von erneut
500000 Prdadipozyten zu einer der beiden Cellulose-Matrices
mit der verbliebenden ohne Zellen als Kontrolle.

Histologie und Immunhistochemie

Am 14. postoperativen Tag erfolgte die Explantation der Mat-
rices nach erneuter intraperitonealer Andsthesie und anschlie-
Bend die Aufarbeitung der Explantate mit entsprechender Ein-
bettung fiir die spdtere histologischen und immunhisto-chemi-
schen Untersuchungen. Nach der Explantation wurden die
Wistar-Ratten durch eine intrakardiale Kalium-Injektion sakrifi-
ziert. Die H/E-Firbung erfolgte, um die histomorphologische
Struktur der Zellen in der Cellulose-Matrix sowie eine mogliche
Neokapillarisierung zu beurteilen. Zur Evaluierung des Zelliiber-
lebens der Prdadipozyten erfolgte zudem die Durchfiihrung von
Oil-Red-Farbungen.

Um eine Neovaskularisierung nachzuweisen und die Kapillar-
aussprossung quantitativ beurteilen zu kénnen, erfolgte dariiber
hinaus die immunhistochemische Firbung von GefdRendothel-
zellen unter Verwendung von RECA-1 (Abcam Inc., Cambridge,
MA, USA). Hierzu wurden Kryoschnitte mit 1%igem Aceton
(Merck, Darmstadt, Deutschland) fiir 5min bei 25 °C fixiert und
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Abb. 2 Lichtmikroskopische Verlaufskontrolle der in vitro besiedelten
Cellulose-Matrix mit Darstellung der Zelladhdsion und Proliferation im
Zeitverlauf von Tag 1 bis Tag 15.

im Anschluss mit dem RECA-1 Antikdrper in einer Verdiinnung
von 1:25 fiir 30 min ebenfalls bei 25 °C inkubiert. Im Anschluss
erfolgte die Applikation eines sekundaren Alexa Fluor-488 nm-
Antikoérpers mit erneuter Inkubation von 30 min.

Samtliche histologischen sowie immunhistochemischen Far-
bungen wurden untersucht und dokumentiert mittels Licht-
und Fluoreszenz-Mikroskopie unter Verwendung eines BZ-9000
Mikroskops (Keyence, Osaka, Japan). Die Auszdhlung der RECA-
1-markierten Endothelzellen erfolgte mithilfe des Keyence
Analyzing Software (Keyence, Osaka, Japan) und wurde doku-
mentiert in Kapillare pro 100000 um?.

Statistische Analyse

Die statistische Analyse der quantitativen Auswertung der Neo-
kapillarisierung (immunhistochemische Farbung mit RECA-1)
erfolgte mittels t-test unter Verwendung von GraphPad Prism 6
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Ergebnisse mit einem
p-Wert von p<0,05 wurden als signifikant eingestuft.

Ergebnisse

v

Die In-vitro-Kultivierung der Fibroblasten auf den Cellulose-
Matrices zeigte in der lichtmikroskopischen Verlaufskontrolle
neben einer Adhdsion der Zellen eine im Zeitverlauf von Tag 1
bis Tag 15 zunehmende Proliferation der Fibroblasten sowie die
deutliche Ausbildung eines Zellnetzwerkes auf der Matrix
(© Abb. 2). Diese Beobachtungen lieBen sich durch die zuneh-
menden Proteinnachweis mittels des BCA-Assays bestdtigen mit
einer Absorptionsrate von 0,69 an Tag 1 und von 0,81 an Tag 7
(© Abb. 3a). Gleich verhilt es sich mit dem Nachweis der Zell-
viabilitdt im Alamar-blue-Assay mit einer ansteigenden Absorp-
tionsrate von 0,043 an Tag 1 auf 0,099 an Tag 15 (© Abb. 3b) und
somit indirekt einer steigenden Zahl an vitalen Zellen.

Die histologische Auswertung der in vivo transplantierten Cellu-
lose-Matrices zeigte in den H/E-Firbungen den Nachweis von
vitalen Zellen in den Matrices unabhdngig von den Transplanta-
tionsgruppen (© Abb. 4a-c). Auffillig ist eine deutliche zelluldre
Infiltration der Cellulose-Matrices im Sinne einer Gewebeinteg-
ration in den mit Prdadipozyten transplantierten Matrices.
Demgegeniiber erscheint die Zellbesiedlung der Kontrolle (ohne
Praadipozyten) auf die oberfldchlichen Schichten der Cellulose-

Originalarbeit
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Abb. 3 Biochemischer Nachweis der Zellproliferation durch zunehmen-
den Proteinnachweis mittels der BCA-Reaktion mit einer Absorptionsrate
von 0,69 an Tag 1 und von 0,81 an Tag 7 a; Nachweis der Zellviabilitdt im
Alamar-blue-Assay mit einer ansteigenden Absorptionsrate von 0,043 an
Tag 1 auf 0,099 an Tag 15 b und somit indirekt einer steigenden Zahl an
vitalen Zellen.
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Abb. 4 H/E-Firbungen mit Nachweis von vitalen Zellen in den Matrices
unabhdngig von den Transplantationsgruppen (a-c); Oil-Red-Farbung mit
Nachweis von vitalen Praadipozyten nur in den Matrices der Gruppen a
(vaskularisiert, f) und b (subkutan, e), wobei sich in der vaskularisierten
Gruppe deutlich mehr Praadipozyten nachweisen lassen.

Matrix beschrdnkt. Entsprechend zeigte sich auch in der Oil-
Red-Farbung der Nachweis von vitalen Prdadipozyten nur in den
Matrices der Gruppen a und b, wobei sich in der vaskularisierten
Gruppe (Gruppe b) deutlich mehr Prdadipozyten nachweisen
lassen (© Abb. 4d-f).
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Abb. 5 Immunhistochemische RECA-1-Farbungen mit direktem Nach-
weis von GefaBendothelzellen in allen Gruppen (siehe ,>“ in a (Gruppe a,
subkutan) und b (Gruppe b, vaskularisiert); ,, *“ entspricht der Vasa
epigastrica als zentrales Bioreaktor-GefdR); die statistische Auswertung
ergibt eine signifikant hoheren Endothel-Nachweis in der vaskularisierten
Gruppe (b sowie Grafik).

Zusdtzlich zeigen sich in den histologischen Farbungen in allen
Gruppen Zeichen einer Neovaskularisierung mit multipler
Kapillarbildung und Nachweis von Erythrozyten. Dies bestdtigte
sich in den immunhistochemischen RECA-1-Firbungen mit
direktem Nachweis von GefiRendothelien in allen Gruppen
(© Abb. 5). Die quantitativen Bestimmungen zeigten dariiber
hinaus eine signifikant h6here Anzahl an Neokapillaren in der vas-
kularisierten Gruppe im Vergleich zu den subkutan implantierten
Cellulose-Matrices (18,4 gegeniiber 8,1 GefdlRe/100000um?,
p<0,05, (© Tab. 1). Ein signifikanter Unterschied zwischen den
subkutan implantierten Matrices (mit und ohne Prdadipozyten)
konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,37,© Tab. 1).

Diskussion

v

In den vergangenen Jahren ist ein wesentlicher Focus im Bereich
des Tissue Engineering neben der Zellauswahl und der Vasku-
larisierung des artifiziellen Gewebes zunehmend auf die Opti-
mierung der Matrix gelegt worden. Die Auswahl der zu trans-
plantierenden Zellen ist grundsdtzlich von dem Ziel des zu
entwickelnden Gewebes abhdngig, wobei sich Prdadipozyten
als mesenchymale Stammzellen aufgrund ihrer Differenzierbar-
keit und Multipotenz als besonders geeignet herausgestellt
haben und entsprechend auch in dieser Forschungsarbeit in vivo
gewonnen und transplantiert worden sind [23-25].

Wie zuvor beschrieben muss eine fiir die Zelltransplantation
und Geweberegenerierung geeignete Matrix iiber multiple
Eigenschaften verfiigen. Hierbei sind neben der erforderlichen
Biokompatibilitdt und Stabilitdt vor allem die Biodegrabilitdt
sowie eine ausreichend porése Struktur zur Ermoglichung der
Zellmigration und der Neovaskularisierung [9-13].

Tab. 1 Einteilung der in vivo Versuchsgruppen mit Ergebnissen der
nachgewiesenen GefdRendothelzellen (RECA-1-Immunhistochemie).

RECA-1 (GeféiBe/100000um?)
8,13£1,55

Gruppen in vivo

a. subkutan

mit Prdadipozyten (500 000)
(n=6)

b. vaskularisiert

mit Prdadipozyten (500 000)
(n=6)

c. subkutan (Kontrolle)
ohne Prdadipozyten

(n=6)

* p<0,05 gegentiber Gruppe a (subkutan) und c (Kontrolle)

18,41 *£2,51

6,15+1,47

Mikrobiologisch hergestellte Cellulose ist als biologisches Mat-
rixmaterial in Bezug auf die Biokompatibilitdt in mehreren Stu-
dien mit positiven Ergebnissen untersucht worden [18-22]. Ins-
besondere im Bereich des Knorpel-Tissue-Engineering konnten
dabei zudem vielversprechende Ergebnisse in puncto Stabilitdt
und Zellmigration erzielt werden [9,10,15]. Auch in der hier
vorliegenden Arbeit konnten diese Eigenschaften sowohl in vitro
als auch in vivo nachgewiesen werden. Die positiven In-vitro-
Ergebnisse beziiglich der Zelladhdrenz und Proliferation der ver-
wendeten Fibroblasten in der Cellulose-Matrix sind wesentliche
Voraussetzung zur Gewebsintegration einer Matrix. Diese besta-
tigte sich in vivo mit einer hohen Zelliiberlebensrate der trans-
plantierten Adipozyten sowie insbesondere durch die ausge-
prdgte Neovaskularisierung in allen Versuchsgruppen.

Die Ausbildung von 3-dimensionalen Kapillarbettstrukturen in
den nicht axial vaskularisierten Gruppen ist ein ausgesprochen
positives Ergebnis beziiglich der 3-dimensionalen Struktur der
Cellulose-Matrix, die diese Kapillarisierung erméglicht. Die dar-
tiber hinaus signifikant hohere Neokapillarisierung in der axial
vaskularisierten Gruppe bestdtigt die Funktionalitdt und Ein-
setzbarkeit des von Dunda et al. beschriebenen In-vivo-Bioreak-
tors [7,8].

Das Zell-Uberleben ist nach Tag 14 bei Verwendung des vaskula-
risierten In-vivo-Bioreaktors zwar verbessert, jedoch nicht sig-
nifikant. Eine neuerliche Versuchsserie iiber einen lingeren
Zeitraum (28-42 Tage) ist erforderlich, um die langfristige
Zell-Uberlebensrate und die Stabilitdtsvorteile der Cellulose-
Matrix als vielversprechende Matrix in der Geweberegeneration
zu evaluieren. Des Weiteren sind Studien hinsichtlich des Gewe-
beeinbaues in umliegende Nachbarstrukturen sowie Langzeit-
Biokompatibilitdtsstudien notwendig.
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