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EINLEITUNG 

Methoden für die Entfernung von Fett aus verschiedenen Regionen des Körpers 

wurden im letzten Jahrhundert auf diverse Weisen optimiert. Der erste 

dokumentierte Fall von gezielter Fettgewebsentfernung fand im Jahre 1921 statt, 

als Charles Dujarrier eine Uteruskürette verwendete, um das subkutane Fett an 

Waden und Knien eines Patienten zu reduzieren. Dies führte allerdings zu einer 

Verletzung der Oberschenkelarterie und zu der Notwendigkeit, das Bein zu 

amputieren (Sterodimas, Boriani et al. 2012). Des Weiteren wurden En-bloc-

Gewebe-Resektionen eingesetzt, obwohl die Popularität der Technik durch die 

resultierenden großen Narben begrenzt war. Weitere Versuche folgten, Fett über 

die Kürette zu entfernen, bis schließlich zuerst von Arpad und Giorgio Fischer in 

den 1970er Jahren die Verwendung einer stumpfen Kanüle, wie sie auch heute in 

abgewandelter Form noch gebräuchlich ist, beschrieben wurde (Fischer 1990). 

 

Derzeit werden jedes Jahr mehr als 400.000 Fettabsaugungen (= Liposuctionen) 

allein in den Vereinigten Staaten durchgeführt (ASAPS 2016). Die Liposuction wird 

heute als ein verhältnismäßig sicheres Verfahren angesehen. Seit die moderne 

Fettabsaugung entwickelt wurde, liegt der Fokus auf der Feinabstimmung der 

Technik zur Verbesserung von Faktoren wie Hautretraktion, Blutverlust sowie 

operativem Aufwand und Zeiteinsatz (Chung, Zimmermann et al. 2013). Alle 

neuen und innovativen Methoden dienen daher primär der Erleichterung des 

Vorgangs der Fettabsaugung und einer Verminderung assoziierter Komplikationen 
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und nicht einer größtmöglichen Überlebensrate der gewonnenen Zellen (Berry and 

Davies 2011).  

 

In letzter Zeit haben Chirurgen und Forscher gleichermaßen begonnen, die 

Nützlichkeit des aspirierten Fettgewebes zu studieren. Lipoaspirat ist eine Quelle 

für medizinisch nutzbares Material, was gewöhnlich verworfen wird. Das 

Haupteinsatzgebiet ist die kürzlich entstandene Technik der Fetttransplantation 

(Lipofilling/Lipotransfer), die als Methode der Wahl zur Wiederherstellung von 

Weichgewebsdefiziten in die tägliche Praxis der Plastischen Chirurgie Einzug 

gehalten hat (Choi, Gimble et al. 2010). Allerdings ist diese Technik bislang 

hinsichtlich der Ergebnisse unvorhersehbar. Die oft schlechte Volumenretention 

des transplantierten Fetts ist wahrscheinlich ein Resultat des zurzeit noch 

unvollständigen Verständnisses der zugrunde liegenden Physiologie von 

Fetttransplantaten und ihrer Komponenten. Es hat sich gezeigt, dass 

mesenchymale Adipose-derived Stromazellen (ASCs) eine Population von 

multipotenten Zellen sind, die sich in verhältnismäßig hohen Anteilen im 

Fettgewebe finden (Choi, Gimble et al. 2010). Sie spielen eine entscheidende Rolle 

für die Effektivität von Lipotransfers. Zum einen ist für eine möglichst erfolgreiche 

Fetttransplantation eine Unversehrtheit des zellulären Anteils des Lipoaspirats 

Voraussetzung (Rigotti, Marchi et al. 2007, Yoshimura, Suga et al. 2009), zum 

anderen konnte demonstriert werden, dass eine Supplementierung von 

Lipoaspiraten mit ASCs eine signifikant verbesserte Fetttransplantateinheilung und 
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eine erhöhte Vaskularität der Transplantate bewirkte (Kolle, Fischer-Nielsen et al. 

2013). In der aktuellen Forschung werden ASCs nicht nur eingesetzt, um 

Fetttransplantate weiter zu verbessern und die Retentionsrate zu erhöhen, sie 

werden auch zur Verbesserung der Wundheilung genutzt (Garg, Rennert et al. 

2014). Zusätzlich können ASCs erfolgreich bei kritischen knöchernen Defekten 

des Schädels eingesetzt werden, um zur Knochenregeneration beizutragen 

(Walmsley, Hu et al. 2016). 

 

Mesenchymale Stammzellen aus Fettgewebe sind aufgrund ihres regenerativen 

Potentials schon in zahlreichen Fachgebieten der Medizin im klinischen Einsatz 

(Duscher, Barrera et al. 2016). MSCs weisen multiple 

Differenzierungsmöglichkeiten zu beispielsweise Adipozyten, Chondrozyten, 

Osteoblasten, Myozyten, Neuronalzellen oder Kardiomyozyten (Halvorsen, 

Wilkison et al. 2000, Safford, Hicok et al. 2002, Zuk, Zhu et al. 2002, Rangappa, 

Fen et al. 2003, Zhu, Zhou et al. 2010) auf. Zusätzlich verfügen sie über parakrine 

Funktionen und sind im Rahmen der Fettabsaugung verhältnismäßig leicht zu 

gewinnen. Diese gesammelten Eigenschaften machen ASCs zu einer 

vielversprechenden endogenen Ressource zur Verbesserung und Erweiterung der 

rekonstruktiven und ästhetischen Möglichkeiten in der Plastischen Chirurgie.  

 

Um regenerative Zellen aus dem Lipoaspirat zu gewinnen, wird durch enzymatische 

oder nicht enzymatische Extraktionsverfahren die sogenannte ‚Stromal Vascular 
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Fraction‘ (SVF) isoliert. Diese heterogene Zellpopulation besteht aus Fibroblasten, 

Immunzellen, Prä-Adipozyten, Perizyten, Epithelzellen und ASCs (Zuk, Zhu et al. 

2002, Astori, Vignati et al. 2007). Die SVF kann entweder direkt zur Zelltherapie 

eingesetzt (Gentile, Scioli et al. 2015) oder weiter aufbereitet werden, um mittels 

Zellkultivierung oder Durchflusszytometrie reine ASCs zu gewinnen (Zhu, 

Heydarkhan-Hagvall et al. 2013, Garg, Rennert et al. 2014, Walmsley, Atashroo et 

al. 2015, Kosaraju, Rennert et al. 2016, Walmsley, Senarath-Yapa et al. 2016). 

Ihre therapeutische Wirkung entfalten ASCs durch die Sekretion einer Vielzahl von 

proregenerativen Faktoren, wie proangiogenetische und immunmodulierende 

Zytokine (VEGF, MCP1 etc.), wodurch sie in die Regelkreisläufe umliegender 

Zellen eingreifen können (Kilroy, Foster et al. 2007, Lee, Xia et al. 2009). Um eine 

therapeutisch wirksame Sekretion von regenerativen Zytokinen zu gewährleisten, 

muss ein ausreichendes Überleben der transplantierten Zellgruppen gesichert 

sein. Eine schonende Gewinnung ist deshalb essentiell (Chung, Zimmermann et al. 

2013, Ross, Shayan et al. 2014).  

 

Auf Grund zahlreicher unterschiedlicher Durchführungsmöglichkeiten der 

Fettgewinnung, der Aufbereitung und Implantation von Fett und mangelnder 

Vergleichsstudien zu diesen Themen sind viele Abläufe der Transplantation noch 

nicht standardisiert. Besonders, da das Überleben bzw. die Volumenretention von 

Fetttransplantaten nicht nur von den einzelnen Prozessschritten, sondern auch 

durch individuelle Faktoren wie Alter oder Begleiterkrankungen (z. B. Diabetes) 
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beeinflusst wird, ist eine Standardisierung des Prozesses der Transplantation von 

besonderer Relevanz, damit die Ergebnisse zuverlässig sind (Duscher, Maan et al. 

2014, Rennert, Sorkin et al. 2014).  

 

Durch den intensiven Forschungsaufwand der letzten Jahrzehnte in dem Gebiet der 

Liposuction im Rahmen ästhetischer oder rekonstruktiver Anwendungen wurden 

verschiedenste Methoden und Geräte zur Gewinnung, Aufbereitung und 

Transplantation entwickelt (Shridharani, Broyles et al. 2014). Die traditionell 

verwendete Suction-assisted Liposuction (SAL), bei der das Fett nach Infiltration 

einer Tumeszenzlösung unter Vakuum mittels Kanüle aus dem Gewebe gelöst 

wird, stellt noch immer den Goldstandard dar (Scuderi, Tenna et al. 2005, 

Venkataram 2008, Chung, Zimmermann et al. 2013). Zusätzlich dazu entstanden 

komplexere Methoden, wie die mechanische Zerstörung des Zellnetzwerkes 

(mechanisch assistierte Liposuction – MAL) mit nachfolgender Absaugung, die 

Auflockerung des Gewebes durch Laser (LAL) oder Wasser (WAL) sowie die 

primäre Verflüssigung der Fettzellen mittels Radiofrequenz (RFAL) oder 

Ultraschall (UAL). Das Grundprinzip der Ultraschall-unterstützten Fettabsaugung 

besteht darin, elektrische Energie in Vibrationen umzuwandeln, was zu 

thermischen, kavitativen und mechanischen Effekten führt, die die Fragmentierung 

von Fett zur Folge haben (Berry and Davies 2011). Die Verwendung von 

Ultraschallenergie bei der Fettabsaugung wurde erstmals in den späten 1980er 

und 1990er Jahren von Scuderi und Zocchi (Zocchi 1992) mit der Rationale 
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entwickelt, dass die Energie das Fettgewebe selektiv auflösen und dadurch eine 

Erleichterung der Entfernung mit verminderter Blutung erlauben würde (de Souza 

Pinto, Abdala et al. 2006). Die Auswirkungen auf die Zellen des Lipoaspirats sind 

jedoch bisher noch unklar.  

 

Viele jüngere Studien beschäftigen sich mit den Möglichkeiten, das Überleben der 

transferierten Zellen positiv zu beeinflussen, mit teils inkonklusiven Resultaten 

(Matsumoto, Sato et al. 2006, Kølle, Fischer-Nielsen et al. 2013, Sinno, Wilson et 

al. 2016). Als gesichert gilt, dass ein zu hoher negativer Druck (>-700 mmHg) und 

ein zu kleiner Kanülendurchmesser (<5mm) beim Absaugen die Zellen des 

Lipoaspirats beschädigen (Zielins, Brett et al. 2016). Des Weiteren hatte der 

Einsatz von LAL in einer Studie von Chung et al. eine signifikante Reduktion der 

Anzahl, Viabilität, Proliferationsfähigkeit und regenerativen Funktionalität in vivo 

von ASCs im Vergleich zu ASCs aus Standard SAL Lipoaspirat zur Folge (Chung, 

Zimmermann et al. 2013). Der Einfluss anderer gängiger Liposuctionverfahren auf 

die Eigenschaften von ASCs ist weitgehend unbekannt. 

 

Das Ziel dieser Arbeit war es, ASCs, die unter minimaler Manipulation aus 

Abdominoplastik-Resektaten gewonnen wurden, mit ASCs, die aus SAL- und UAL-

Proben isoliert wurden, hinsichtlich ihrer regenerativen Funktionalität zu 

vergleichen. Hierzu wurde eine In-vitro-Evaluation von Proliferation, Migration, 

Differenzierungsvermögen und der für die klinische Effektivität von Zelltherapeutika 
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essentiellen Zytokinausschüttung durchgeführt. Zudem wurde im Tiermodell die 

Fähigkeit zur Gewebserneuerung und Wundheilung sowie Angiogeneseförderung 

überprüft. Die Arbeit wurde in drei Phasen durchgeführt, sodass daraus drei 

Publikationen hervorgingen: 

 

1. Vergleich von ASCs isoliert aus exzidiertem Fettgewebe mit SAL ASCs  

2. Vergleich von SAL ASCs mit UAL ASCs 

3. Vergleich von ASCs gewonnen mittels Fettgewebsexzision, SAL und UAL  

 

Dieses Vorgehen ermöglichte eine systematische und umfassende Evaluation der 

verschiedenen gängigen Methoden zur ASC-Gewinnung. In allen Experimenten 

diente der Patient als seine eigene Kontrolle. Durch strukturiertes Vorgehen und 

Entnahme der Fettgewebsproben durch verschiedene Techniken am jeweils 

gleichen Probanden konnte so eine weitestgehende Unabhängigkeit von der 

beträchtlichen Varianz der Zellfunktionalität zwischen verschiedenen Spendern 

erreicht werden. 
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PATIENTEN UND METHODEN 

Fettgewebe und SVF-Gewinnung 

Lipoaspirat wurde mittels UAL und SAL vom Abdomen gesunder weiblicher 

Patientinnen gesammelt, die sich freiwillig einem Eingriff zur Körperformung 

unterzogen. Als UAL-System wurde das VASER Lipo System (Solta Medical, 

Hayward, CA, http://www.solta.com) verwendet. Dieses System arbeitet durch 

eine Abgabe von Vibrationen mit einer Frequenz von 36.000 Hz und einer Wellen-

Amplitudenlänge von 71–76 mm, die in 5–12 Watt resultieren (Panetta, Gupta et 

al. 2009). Gewebsextraktion erfolgte mittels einer 5 mm Aspirationskanüle und 

einem negativen Druck von ca. 700 mmHG. Im Anschluss an die Entnahme der 

Lipoaspiratproben erfolgte eine En-bloc-Gewebsexzision bei denselben 

Probandinnen im Sinne einer Abdominoplastik.  

 

Zur Gewinnung der SVF aus dem SAL- und UAL-Lipoaspirat wurde dieses im 

Rahmen der enzymatischen Isolation (Zhu, Heydarkhan-Hagvall et al. 2013) mit 

sterilem Phosphat-gepuffertem NaCl gewaschen, um Öl-, Blut- und 

Tumeszenzrückstände zu entfernen. Danach wurde das Fettgewebe mit Typ-II-

Kollagenase (Sigma-Aldrich; St. Lous, MO) in Medium 199 (Cellgro; Manassas; 

VA) in einem 37°-Wasserbad mit 180 rpm für 30 Minuten enzymatisch verdaut. Die 

gesamte Mischung wurde bei 1500 RPM für 20 Minuten bei 4° zentrifugiert und 

der Überstand verworfen. Der zelluläre Bestand wurde mit Dulbecco´s Modified 

Eagle´s Medium (DMEM-Invitrogen; Carlsbad, CA) mit 10 % fetal bovine serum 

http://www.solta.com/
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(FBS) versetzt, durch einen Zellfilter mit 100 µm Poren (Corning; Corning, NY) 

gefiltert und erneut bei 1500 RPM für 15 Minuten zentrifugiert. Der Überstand 

wurde erneut verworfen. Der übrige zelluläre Teil wurde mit einem Puffer zur 

Lysierung von roten Blutkörperchen versetzt und einmal mehr zentrifugiert, um die 

SVF zu gewinnen. Die durch Abdominoplastik gewonnenen Proben wurden 

manuell in wenige Millimeter kleine Stücke zerteilt. Das weitere Prozedere zur SVF-

Isolation war gleich dem der Lipoaspirat-Proben.  

 

Durchflusszytometrie (Fluorescence-Activated Cell Sorting, FACS)  

Unserer Arbeitsgruppe gelang es zu demonstrieren, dass die Zellkultivierung einen 

signifikanten Effekt auf das Genexpressionsprofil von ASCs hat (Januszyk, Rennert 

et al. 2015). Um eine hohe translationale Relevanz zellbiologischer Studien 

gewährleisten zu können, sollten daher primäre Zellen herangezogen werden. Dies 

respektierend, wurde in der frisch gewonnenen SVF durch sofortiges 

Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) der ASC Bestandteil identifiziert und 

isoliert. ASCs wurden durch das Profil der Oberflächenmarker CD45-/CD31-

/CD34+ (Suga, Matsumoto et al. 2009, Chung, Zimmermann et al. 2013, Garza, 

Paik et al. 2014) charakterisiert unter Verwendung von antihumanen, 

monoklonalen Maus-Antikörper CD31-PE, CD 45-PeCy7 und CD34-APC (BD 

Biosciences; San Jose, CA) und Propidiumiod wurde verwendet, um tote Zellen zu 

extrahieren. Die Analyse wurde mit Hilfe einer BD-FACSAria Maschine (BD 

Biosciences) durchgeführt.  
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In vitro ASC-Viabilität  

Die Viabilität der frisch isolierten ASCs wurde mittels 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-

2,5-diphenyltetrazoliumbromid(MTT)-Test für metabolische Aktivität nach dem 

vorgegebenen Protokoll des Herstellers (Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kit, 

Invitrogen, Carlsbad, CA) evaluiert. Die Zellen wurden in dem Kulturmedium mit 

einer Dichte von 20.000 Zellen pro Vertiefung in 96-Well-Platten ausgesät. Die 

Platten wurden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und der Zellstoffwechsel wurde 

über einen Zeitraum von sieben Tagen ausgewertet. Die Absorption jeder 

Vertiefung wurde bei 540 nm unter Verwendung eines Mikrotiterplattenlesegeräts 

(SPECTRAmax 384 Plus, Molecular Devices Ltd., Sunnyvale, CA, 

http://www.moleculardevices.com) bestimmt. Alle Assays wurden in dreifacher 

Ausführung durchgeführt. 
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In vitro osteogene Differenzierung 

ASCs wurden frisch isoliert mittels FACS und in Standard-Sechs-Well-

Gewebekulturplatten (1 × 105 Zellen pro Vertiefung) in dreifacher Ausfertigung 

ausgesät. Die Zellen wurden mindestens bis zu 80 % Konfluenz kultiviert, bevor sie 

einem osteogenen Differenzierungsmedium ausgesetzt wurden, das aus DMEM 

(1 g Glucose/l) ergänzt mit 10 % fötalem Rinderserum (FBS), 1 % 

Penicillin/Streptomycin, 100 ug/ml Ascorbinsäure und 10 mM β-Glycerophosphat 

bestand. Eine Alizarin-Rotfärbung wurde nach 14 Tagen durchgeführt und 

quantifiziert, um den Grad der extrazellulären Mineralisierung zu messen (Panetta, 

Gupta et al. 2009, Chung, Zimmermann et al. 2013). Die gefärbten Zellen wurden 

bei Raumtemperatur für 15 Minuten mit 2 ml einer Lösung, bestehend aus 20 % 

Methanol, 10 % Essigsäure, unter leichtem Schütteln inkubiert. Die Absorption der 

Proben wurde mittels eines Spektralphotometers (Biochrom Ltd., Cambridge, 

England) bei 450 nm gemessen. Eine photometrische Quantifizierung der 

alkalischen Phosphatase-Färbung wurde nach sieben Tagen durchgeführt, wie 

zuvor bereits beschrieben wurde (Rustad, Wong et al. 2012) (ImageJ, National 

Institute of Health, Bethesda, MD, www.nih.gov). Des Weiteren wurde die 

Genexpression der osteogenen Marker Runt-related-Transkriptionsfaktor-2 

(RUNX2), Osteopontin (OPN) und Osteocalcin (OCN) durch eine quantitative 

Polymerase-Kettenechtzeitreaktion (qRT-PCR) nach 14 Tagen der Differenzierung 

analysiert. 
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In vitro adipogene Differenzierung 

Zur adipogenen Differenzierung wurden ASCs frisch mittels FACS isoliert und in 

Standard-Sechs-Well-Gewebekulturplatten (1,5 × 105 Zellen pro Vertiefung) in 

dreifacher Ausfertigung ausgesät. Nach der Anhaftung wurden die Zellen mit 

einem adipogenen Differenzierungsmedium versetzt, das aus DMEM (1 g 

Glucose/l) ergänzt mit 10 % fötalem Rinderserum (FBS), 1 % 

Penicillin/Streptomycin, 10 ug/ml Insulin, 1 uM Dexamethason, 0,5 mM 

Methylxanthin und 200 uM Indomethacin bestand. Eine Oil-red-O-Färbung wurde 

nach sieben Tagen Inkubation durchgeführt und photometrisch analog der 

alkalischen Phosphatase-Färbung quantifiziert (siehe oben). Schließlich wurden die 

Expressionsniveaus der adipogenen Gene Peroxisom-Proliferator-aktivierter 

Rezeptor- γ  (PPAR- γ ), Fettsäure-bindendes Protein 4 (FABP4) und 

Lipoproteinlipase (LPL) nach sieben Tagen der Differenzierung durch qRT-PCR 

untersucht. 

 

In vitro chondrogene Differenzierung 

Die chondrogene Differenzierung wurde mit Hilfe eines im Handel erhältlichen Kits 

(StemPro® Chondrogenese Differentiation Kit, Life Technologies, CA, USA, 

www.thermofisher.com) laut Herstellerprotokoll durchgeführt. Frisch mittels FACS 

isolierte ASCs wurden zu einer dichten Zelllösung von 1,6 x 107 Zellen/ml in ein 

Nährmedium resuspendiert. Jeweils 5 ul der Zellsuspension wurde danach für zwei 

Stunden kultiviert. Anschließend wurde ein chondrogenes Differenzierungsmedium 
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hinzugefügt und für zwei Wochen kultiviert. Die entstandenen Zellaggregate 

wurden histologisch geschnitten und zur Darstellung der Glykosaminoglykane mit 

Alcianblau gefärbt.  

 

Realtime Quantitative Polymerase Chain Reaction (qRT-PCR) Analyse 

Die RNA der Zellen wurden durch Verwendung eines RNeasy Mini Kits (Qiagen, 

Valencia, CA, http://www.qiagen.com) nach dem vorgegebenen Protokoll des 

Herstellers gewonnen. Eine reverse Transkription wurde durchgeführt und die 

Genexpression wurde durch qRT-PCR mit dem PRISM 7900HT Sequenz-

Detektionssystem (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

http://www.appliedbiosystems.com) und SYBR Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) untersucht. Die Menge an PCR-Produkten wurde durch Verwendung 

einer externen Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) 

Standardkurve und der Software ‚LightCycler‘ (Roche Diagnostics, Indianapolis, 

IN, https://lifescience.roche.com) ausgewertet. Alle Werte wurden auf Basis der 

GAPDH-Expression in den Proben normalisiert. Alle Experimente wurden dreimal 

wiederholt. Die spezifischen Primer für die Genexpression wurden mit Hilfe einer 

Primer-Datenbank (http://pga.mgh.harvard.edu/primerbank) konfiguriert. 
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In-vivo-Wundheilungsmodell 

Zwischen acht und zwölf Wochen alte männliche Crl:CD-1-Foxn1nu-Mäuse 

(Charles River Laboratories, Wilmington, MA, www.criver.com) wurden 

randomisiert in mehrere Behandlungsgruppen eingeteilt: Hydrogel-Kontrolle oder 

Hydrogel mit menschlichen ASCs frisch isoliert mittels FACS aus UAL- und SAL-

Lipoaspirat bzw. Abdominoplastik-Resektaten. Das Collagen-Pullulan-Hydrogel 

wurde wie zuvor beschrieben (Rustad, Wong et al. 2012) hergestellt. Für eine 

effiziente Besiedelung der Hydrogele wurden 2,5 x 105 menschliche ASCs in 

Phosphat-gepuffertem Kochsalz (PBS) suspendiert und 15 ul dieser PBS-Lösung 

wurde auf hydrophobes Wachspapier pipettiert. Das Hydrogel wurde ebenfalls auf 

das Papier platziert und die Zellen wurden aktiv in die Poren des Scaffolds durch 

kapilläre, hydrophobe und entrope Kräfte aufgenommen (Garg, Rennert et al. 

2014). Es wurden je zwei 6 mm tiefe Wunden am Rücken jeder Maus erzeugt und 

mittels aufgenähten Silikonringen stabilisiert, um einer Wundkontraktion 

vorzubeugen und Heilung durch Granulation und Reepithelialisierung zu 

ermöglichen (Wong, Rustad et al. 2011). In der Kontrollgruppe wurde ein 6 mm 

großes Stück mit PBS gesättigtes Hydrogel in jedes Wundbett eingebracht, in den 

ASC-Gruppen ein 6 mm großes Stück Hydrogel besiedelt mit humanen ASCs 

(suspendiert in PBS). Alle Wunden wurden mit einem okklusiven Verband 

(Tegaderm, 3M, St. Paul, MN, www.3m.com) abgedeckt. Digitale Fotos wurden 

direkt postoperativ und an den Tagen 3, 5, 7, 9, 11, 13 und 15 angefertigt. Die 
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Fläche der Wunde im Heilungsverlauf wurde mit ImageJ Software (National 

Institute of Health, Bethesda, MD, www.nih.gov) gemessen. 

 

Beurteilung der Wundvaskularität 

Die Vaskularität von geheilten Wunden wurde durch immunhistochemische Färbung 

für den Endothelien Zellmarker CD31 beurteilt. Dafür wurden Wunden nach 

kompletter Heilung exzidiert und mittels Paraffinhistologie verarbeitet. Die 

immunhistochemische Färbung für CD31 wurde an 7 µm dicken Paraffinschnitten 

durchgeführt, wie zuvor beschrieben (Rustad, Wong et al. 2012). Die Objektträger 

wurden von Paraffin befreit, in PBS gewaschen und für zwei Stunden in einer 

befeuchteten Kammer mit einer Blockerlösung inkubiert. Der primäre Antikörper 

(1: 100 Rb α CD31, Ab28364, Abcam, Cambridge, UK, www.abcam.com) wurde 

über Nacht bei 4 °C inkubiert, gefolgt von einer sekundären Antikörperfärbung 

(1: 400 AF547 Gt α Rb, Life Technologies, NY, http://www.lifetechnologies.com). 

Die Zellkerne wurden mit einer DAPI-Kernfärbung visualisiert. ImageJ (National 

Institute of Health, Bethesda, MD, www.nih.gov) wurde verwendet, um die 

Immunofluoreszenzbilder zu quantifizieren, wie dies zuvor beschrieben wurde 

(Rustad, Wong et al. 2012). 
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Statistische Analyse 

Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung angegeben. Die statistische 

Auswertung erfolgte mit Hilfe der GraphPad Prism Software (GraphPad Software, 

Inc.), der statistische Vergleich mittels ANOVA für multiples Testen und ggf. die 

Korrektur der Alphafehler-Kumulierung bei multipler Testung mit der Bonferroni-

Methode. Ein p-Wert <0.05 wurde als statistisch signifikant angesehen.  
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ERGEBNISSE 

Publikation I:  

Suction-Assisted Liposuction Does Not Impair the Regenerative Potential of 

Adipose-Derived Stem Cells  

 
Duscher D, Luan A, Rennert RC, Atashroo D, Maan ZN, Brett EA, Whittam AJ, Ho N, Lin M, 
Hu MS, Walmsley GG, Wenny R, Schmidt M, Schilling AF, Machens HG, Huemer GM, 
Wan DC, Longaker MT, Gurtner GC. 
 
J Transl Med. 2016 May 6;14(1):126. DOI: 10.1186/s12967-016-0881-1 
 

IF 2016: 3.93 
 
 
Kurzfassung: 
 
Aus Fettgewebe gewonnene Stammzellen (ASCs) sind reichlich in Lipoaspirat 

vorhanden, das sicher und einfach durch das minimal-invasive Verfahren der 

Fettabsaugung gewonnen werden kann. In der klinischen Praxis gibt es eine 

Vielzahl von verschiedenen Methoden der Liposuction mit unklaren Auswirkungen 

auf das regenerative Potential der ASCs. Das Ziel dieser Studie war es daher, die 

Funktionalität von ASCs, die mittels der Standardtechnik der Vacuum-assistierten 

Liposuction (SAL) gewonnen wurden, mit ASCs zu vergleichen, die unter 

minimaler Manipulation mittels Gewebsresektion gewonnen wurden. Gepaarte 

Proben aus Lipoaspirat und Abdominoplastik-Resektaten von drei weiblichen 

Patientinnen wurden entnommen und verarbeitet, um die Stromal Vascular 

Fraction (SVF) zu isolieren. Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) wurde 
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verwendet, um aus der SVF ASC zu extrahieren und die ASC-Frequenz im 

Gewebe zu bestimmen. Danach wurden die Viabilität und die Fähigkeit zur 

Differenzierung der Zellen untersucht. Die adipogene und die osteogene 

Differenzierungskapazität wurden in vitro unter Verwendung von phänotypischen 

Färbungen und Quantifizierung der entsprechenden Genexpression geprüft. 

Schließlich wurden die ASCs in einem In-vivo-Wundheilungsmodell verwendet, um 

ihr Regenerationspotential zu bewerten. In Proben des SAL-Lipoaspirats waren 

signifikant weniger ASCs vorhanden als in der gleichen Menge reseziertem 

Fettgewebe. Die Viabilität in beiden Gruppen war vergleichbar. SAL ASCs zeigten 

eine vermehrte Expression der adipogenen Marker FABP-4 und LPL. Dies führte 

allerdings nicht zu einem Unterschied in der adipogenen Differenzierungskapazität. 

Hinsichtlich der osteogenen Differenzierungsfähigkeit konnten weder funktionell 

noch auf der Genexpressionsebene Unterschiede nachgewiesen werden. Sowohl 

SAL ASCs als auch ASCs aus Gewebsresektion verbesserten die kutane Heilung 

und Vaskularisierung signifikant in vivo, wobei kein Unterschied zwischen den 

beiden Gruppen bestand. Es kann daher zusammengefasst werden, dass mittels 

SAL ASCs mit voller Kapazität zur Differenzierung und Geweberegeneration 

gewonnen werden können. Die Vakuum-assistierte Liposuction ist daher eine 

geeignete Methode, um Material für zellbasierte Therapien zu erhalten. 

 

Der Abdruck des kompletten Manuskripts befindet sich im Appendix. 
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Publikation II:  

Ultrasound-Assisted Liposuction Does Not Compromise the Regenerative 

Potential of Adipose-Derived Stem Cells 

 
Duscher D, Atashroo D, Maan ZN, Luan A, Brett EA, Barrera J, Khong SM, Zielins ER, 
Whittam AJ, Hu MS, Walmsley GG, Pollhammer MS, Schmidt M, Schilling AF, Machens HG, 
Huemer GM, Wan DC, Longaker MT, Gurtner GC. 
 
Stem Cells Transl Med. 2016 Feb;5(2):248-57. doi: 10.5966/sctm.2015-0064. Epub 2015 Dec 23. 
 
IF 2016: 5.71 
 
 
Kurzfassung: 
 
Humane mesenchymale Stammzellen (MSCs) sind sowohl wegen ihrer Fähigkeit zur 

Differenzierung als auch wegen ihrer Kapazität zur Ausscheidung von 

proregenerativen Zytokinen in den Fokus der regenerativen Medizin geraten. 

Mesenchymale Stammzellen, die aus Fettgewebe (ASCs) isoliert wurden, sind 

wegen ihrer einfachen Gewinnung mittels Liposuction und ihres reichlichen 

Vorkommens im Lipoaspirat von besonderem Interesse. Zurzeit finden in der Klinik 

zahlreiche Liposuctionverfahren praktische Anwendung, jedoch ist wenig über die 

Auswirkung der unterschiedlichen Methoden auf die Funktionalität von ASCs 

bekannt. In dieser Studie vergleichen wir die regenerativen Fähigkeiten von ASCs, 

die mittels Ultraschall-Liposuction der dritten Generation (UAL) gewonnen wurden, 

mit ASCs, die durch Standard Vacuum-unterstützte Liposuction (SAL) isoliert 

wurden. Aus den Lipoaspiraten wurde die Stromal Vaskular Fraction (SVF) 

entnommen und aus dieser unter Verwendung von Fluoreszenz unterstützter 
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Zellsortierung (FACS) basierend auf einem etablierten Oberflächenmarker-Profil 

(CD34+, CD31-, CD45-) ASCs isoliert. Die mittlere Ausbeute und Viabilität der 

Zellen wurden verglichen und die Fähigkeit zur Differenzierung ASCs wurde 

beurteilt. Schließlich wurde das Regenerationspotential von ASCs unter 

Verwendung eines In-vivo-Modells für die Geweberegeneration untersucht. 

Lipoaspirate, die mittels UAL und SAL gewonnen wurden, zeigten einen 

äquivalenten ASC-Gewinn und eine äquivalente Viabilität der Zellen. UAL ACSs 

waren in ihrer osteogenen, adipogenen oder chondrogenen 

Differenzierungsfähigkeit nicht beeinträchtigt. Des Weiteren zeigte eine qRT-PCR-

Analyse eine vergleichbare Expression der meisten osteogenen und adipogenen 

sowie wichtiger regenerativer Gene zwischen den beiden ASC-Gruppen. Kutane 

Regeneration und Neovaskularisation wurden in einem murinen 

Wundheilungsmodel unter Behandlung mit UAL und SAL ASCs im Vergleich zu der 

Kontrollgruppe signifikant verbessert und es gab keine signifikanten Unterschiede 

im Heilungsverlauf zwischen den Zelltherapiegruppen. Es kann daraus 

geschlossen werden, dass UAL ein erfolgreiches Verfahren zur Gewinnung von 

vollständig funktionalen ASCs für den therapeutischen Einsatz in der regenerativen 

Medizin darstellt. Zellen, die mit diesem alternativen Ansatz zur Liposuction 

gewonnen werden, sind für die Verwendung in Zelltherapeutika und Tissue-

Engineering-Konstrukten geeignet. 

 

Der Abdruck des kompletten Manuskripts befindet sich im Appendix. 
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Publikation III:  

Vergleich des regenerativen Zytokinprofils von Adipose-Derived Stromal Cells 

(ASCs) gewonnen mittels Abdominoplastik, Suction-Assisted Liposuction 

(SAL) und Ultrasound-Assisted Liposuction (UAL)  

 
Aitzetmüller MM, Machens HG, Schilling AF, Duscher D 
 
Handchirurgie, Mikrochirurgie, Plastische Chirurgie. 2017. DOI: 10.1055/s-0043-118596 
 
IF 2016: 0.69 
 
 
Kurzfassung: 
 
Mesenchymale Stammzellen sind aufgrund ihres regenerativen Potentials schon in 

zahlreichen Fachgebieten der Medizin im klinischen Einsatz. In der Plastischen 

Chirurgie stehen vor allem Fettstammzellen (Adipose-Derived Stromal Cells= 

ASCs) aus Lipoaspirat im Mittelpunkt der jüngeren Forschung. Die Fähigkeit zur 

Ausschüttung von regenerativen Zytokinen ist der Schlüsselmechanismus im 

therapeutischen Einsatz von ASCs. Es sind zurzeit eine Vielzahl an Methoden und 

Geräten zur Lipoaspiratgewinnung in der klinischen Anwendung. Bei den meisten 

dieser Geräte sind die Auswirkungen auf die regenerativen Eigenschaften der 

ASCs noch weitgehend ungeklärt. Ziel dieser Studie ist der Vergleich der 

Expression von wesentlichen regenerativen Zytokinen von ASCs, die mittels dreier 

Standardverfahren der Plastischen Chirurgie gewonnen wurden: Abdominoplastik, 

Suction-Assisted Liposuction (SAL) und Ultrasound-Assisted Liposuction (UAL). 

UAL- und SAL-Lipoaspirate wurden jeweils von drei gesunden weiblichen 
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Probanden gewonnen, bevor eine Abdominoplastik an denselben Patienten 

durchgeführt wurde. ASCs wurden aus UAL- und SAL-Lipoaspiraten sowie aus 

den Abdominoplastik-Resektaten isoliert und die RNA-Expression von wichtigen 

regenerativen Zytokinen (HGF (Hepatocyte Growth Factor), FGF-2 (Basic 

Fibroblast Growth Factor), MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein 1), SDF-1 

(Stromal Cell-derived Factor 1) und VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 

verglichen. Es zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich der Expression von HGF, 

FGF-2, SDF-1 und VEGF zwischen den einzelnen Proben, jedoch eine signifikant 

erhöhte Expression von MCP-1 in ASCs, die aus UAL-Lipoaspirat gewonnen 

wurden. Demnach stellt UAL bezüglich des Einflusses auf das ASC-

Expressionsprofil von Schlüsselzytokinen der Gewebserneuerung eine ebenso 

gute Methode wie SAL dar. Sowohl UAL- als auch SAL-Lipoaspirate sind für die 

Gewinnung von funktionellen ASCs geeignet, vergleichbar mit minimal 

manipulierten Zellen aus Abdominoplastik-Resektaten.  

 

Der Abdruck des kompletten Manuskripts befindet sich im Appendix. 
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DISKUSSION 

Teil 1: Mesenchymale Stammzelltherapie zur Förderung der Wundheilung 

 
Die Wundheilung ist ein komplexer Prozess, der die Koordination von mehreren 

physiologischen Mechanismen voraussetzt, um eine effektive Reaktion auf eine 

Gewebeverletzung zu gewährleisten. Die physiologische Wundheilung besteht aus 

mehreren verschiedenen, aber überlappenden Phasen – Hämostase und 

Entzündungen, Proliferation und Reifung –, die unter normalen Umständen zu einer 

Narbenbildung führen (Gurtner, Werner et al. 2008). Die Wundreparatur bewegt 

sich innerhalb eines Spektrums von pathologisch verlangsamter Heilung (d. h. 

chronische, nicht heilende Wunden) bis hin zu pathologischer, überschießender 

Heilung (d. h. hypertrophische Narben und Keloide) mit physiologischer Heilung, 

einschließlich Narbenbildung, als gesundem Mittelmaß.  

 

Die Mehrheit der Gewebe des Körpers ist in der Lage, eine Wundreparatur nach 

einer Störung der Gewebeintegrität durchzuführen (Gurtner, Werner et al. 2008). 

Die Wundversorgung ist ein zentraler Bestandteil der chirurgischen Praxis: Sowohl 

akute (z. B. Traumata, Verbrennungen, Verletzungen bei Operationen) als auch 

chronische Wunden (z. B. Druckgeschwüre, venöse Geschwüre, diabetische 

Geschwüre) müssen adäquat versorgt werden. Jedes Jahr werden 

Milliardenbeträge für die Wundversorgung benötigt (Sen, Gordillo et al. 2009). Die 

Versorgung chronischer Wunden ist besonders kostenintensiv, da sie oft ein 
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verlängertes Follow-up mit wiederholten Interventionen erfordern. Es wird 

geschätzt, dass 1 % der Bevölkerung einmal im Leben unter einer chronischen 

Wunde leidet (Crovetti, Martinelli et al. 2004). 

 

Das Management chronischer Wunden weist oftmals suboptimale klinische 

Ergebnisse auf, daher ist die Versorgung dieser Wunden ein bedeutendes 

Einsatzgebiet für neuartige Therapien. Während die normale Wundheilung zu einer 

regelrechten Narbenbildung führt, können beeinträchtigte Wundheilungsprozesse 

zu einer Narbenbildung, die ästhetisch nicht ansprechend ist, oder sogar zu einer 

chronischen, nicht heilenden Wunde führen. Zu den Faktoren, die die 

physiologische Heilung stören, gehören unter anderem Alterung, sitzender 

Lebensstil, ein schlechter psychologischer Gesundheitszustand, Rauchen und 

chronische Krankheiten wie Diabetes (Cole-King and Harding 2001). Insbesondere 

Diabetes ist oft mit einer chronischen Wundbildung in Form von nicht heilenden 

diabetischen Geschwüren verbunden (Duscher, Neofytou et al. 2015). Eine 

unkontrollierte Diabeteserkrankung beeinträchtigt die Neutrophil- und 

Makrophagenmigration zum Wundbett. Die resultierende Verzögerung bei der 

Wundheilung prädisponiert die Patienten dazu, diabetische Fußgeschwüre zu 

entwickeln, die wiederum infiziert werden können und ein chirurgisches 

Debridement oder eine Amputation erfordern. Ein besseres Verständnis der 

chronischen Wundpathophysiologie kann dazu beitragen, potentielle 

Einsatzmöglichkeiten für stammzellbasierte Therapien bei nicht heilenden Wunden 
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zu identifizieren (Duscher, Rennert et al. 2014). Letztlich muss es das Ziel sein, 

kostengünstige Therapien zu entwickeln, die die Lebensqualität der Patienten 

deutlich verbessern kann. Stammzellen bieten hierfür vielversprechende 

Möglichkeiten (Blakytny and Jude 2006). 

 

Stammzellanwendungen in der Wundheilung 
 
Damit Zellen als Stammzellen klassifiziert werden können, müssen sie zwei Kriterien 

erfüllen: Sie müssen eine Fähigkeit zur Selbsterneuerung haben und sie müssen in 

der Lage sein, eine asymmetrische Teilung zu vollziehen, um in spezialisierte 

Zelltypen zu differenzieren (Weissman 2000). Diese Eigenschaften verleihen den 

Stammzellen eine Reihe von einzigartigen Fähigkeiten, die genutzt werden 

könnten, um die Regeneration und Reparatur von beschädigtem Gewebe zu 

unterstützen. Untersuchungen mit Modellen der Gewebeverletzung, in denen 

gezeigt wurde, dass schwere Verletzungen zu einer dramatischen Zunahme der 

Anzahl der im Blut zirkulierenden Stammzellen führen (Kucia, Ratajczak et al. 

2004), stützen diese These. Weiterhin wurde festgestellt, dass zirkulierende Zellen 

aus dem Knochenmark an Wunden zu finden sind, wo sie sich auch in nicht 

hämatopoetische Hautstrukturen differenzierten (Badiavas, Abedi et al. 2003). 

 

Die Mehrheit der Studien, die potentielle stammzellbezogene 

Wundheilungstherapien betrachteten, konzentrierten sich auf adulte Stammzellen, 

vor allem mesenchymale Stammzellen (MSCs). MSCs sind in der Lage, sich selbst 
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zu erneuern und haben großes Potential für die Behandlung von Gewebeschäden 

gezeigt (Nakagawa, Akita et al. 2005). MSCs können aus dem Knochenmark eines 

Patienten, dem Fettgewebe, dem Nabelschnurblut und der Dermis gewonnen 

werden (Duscher, Barrera et al. 2016). Autologe MSCs weisen nicht nur kein 

Risiko der Abstoßung auf, sie hemmen auch die entzündliche Reaktion im 

Wundbett, die eine wirksame Geweberegeneration beeinträchtigen kann (Bajada, 

Mazakova et al. 2008). Darüber hinaus wurde gezeigt, dass MSCs aus dem 

Knochenmark (BM-MSCs) höhere Mengen an Kollagen, Wachstumsfaktoren und 

angiogenen Faktoren synthetisieren als native dermale Fibroblasten, was sie als 

Wundauflage zur Verbesserung der Heilung interessant macht (Falanga, Iwamoto 

et al. 2007). Obwohl BM-MSCs konsequent zur Erhöhung der Rate der 

Wundheilung in einer Vielzahl von Szenarien geführt haben, gibt es auch einige 

Nachteile dieser Therapien. Zum Beispiel sinkt die Population von BM-MSCs 

innerhalb des Knochenmarks während des Alterungsprozesses, was die 

Verwendung von autologen BM-MSCs bei der Behandlung von älteren Patienten 

erschweren könnte (Rao and Mattson 2001). 

 

Die chirurgische Manipulation und die Gewinnung von Fettgewebe ist in der Regel 

ein einfaches Verfahren, das Gewebe selbst ist hingegen überraschend komplex. 

Das Fettgewebe besteht aus einer Fülle von Zellen, einschließlich Adipozyten, 

glatten Muskelzellen, Fibroblasten, Makrophagen, Endothelzellen, Lymphozyten 

sowie Adipose-derived Stromazellen (ASCs). ASCs sind pluripotente Zellen, die in 
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der Lage sind, sich in Knochen, Knorpel, Sehne und Fett zu differenzieren, 

vorausgesetzt, sie werden unter den notwendigen Bedingungen kultiviert (Gimble 

and Guilak 2003, Strem, Hicok et al. 2005). Sie teilen dieses Potential mit BM-

MSCs, werden aber aufgrund ihrer breiten Verfügbarkeit und der verhältnismäßig 

leichten Gewinnung von ausreichenden Zellzahlen bevorzugt (Duscher, Barrera et 

al. 2016). Es wurde gezeigt, dass ASCs die Fibroblasten-Proliferation durch die 

Sekretion von parakrinen Faktoren fördert, was letztlich die Geschwindigkeit der 

Wundheilung erhöht (Kim, Park et al. 2007). Eine weitere Studie zeigte, dass 

hypoxische Bedingungen, wie sie in Wunden typischerweise vorliegen, ASCs zu 

einer Hochregulierung der Wachstumsfaktoren VEGF und bFGF veranlassen, was 

zu einem beschleunigtem Wundverschluss beitragen kann (Lee, Xia et al. 2009). 

Die Behandlung mit ASCs kann in Mausmodellen einen Erfolg bei der diabetischen 

Wundheilung und bei ischämischen Lappen erzielen (Gao, Qiao et al. 2011, 

Hollenbeck, Senghaas et al. 2012, Zografou, Papadopoulos et al. 2013). Diese 

Ergebnisse unterstützen die Annahme des immensen Potentials von ASCs in 

künftigen Wundmanagement-Applikationen. 

 

Optimierung von Stammzellfunktionalität durch Subpopulationsselektion 
 
Obwohl gezeigt wurde, dass ASCs verschiedenste regenerative Prozesse fördern 

können, gibt es auch Hinweise darauf, dass ihre Funktionsfähigkeit beim Einsatz in 

der diabetischen und alternden Population beeinträchtigt sein kann (Duscher, 

Rennert et al. 2014, Rennert, Sorkin et al. 2014). Diese Verringerung der 
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regenerativen Funktionalität beeinflusst direkt das Verwendungspotential von 

gealterten und diabetischen ASCs in zellbasierten Therapien. Um diese 

Einschränkungen zu überwinden, können mikrofluidische 

Einzelzelltranskriptionsanalysen kombiniert mit neuartigen bioinformatischen 

Ansätzen zur Identifizierung und Isolierung von ASC-Subpopulationen mit 

erhöhtem regenerativen Potential Anwendung finden (Rennert, Januszyk et al. 

2016). 

 

Maßgeblich für diese Methode ist der mikrofluidikbasierte Ansatz, der die 

Einzelzelltranskriptionsuntersuchung mit fortgeschrittener statistischer Analyse 

kombiniert (Januszyk and Gurtner 2013). Diese Technik beruht auf der 

quantitativen Multiplex-PCR, um gleichzeitig die Expression von 96 Genen über 

hunderte von einzelnen Zellen zu charakterisieren, was Korrelationen höherer 

Ordnung in Expressionsmustern ermöglicht. Mit Hilfe einer neuartigen 

Berechnungsmethode, die Prinzipien der Informationstheorie und der Fuzzy-Logik 

anwendet, können Untergruppen von Zellen entsprechend ihrer 

Transkriptionssignaturen dargestellt werden. Im Gegensatz zu üblichen 

populationsbasierten Analysen, wie z. B. Micrarray, ermöglicht diese Technik die 

Visualisierung der Heterogenität der verschiedenen Zellen sowie die Identifizierung 

unterschiedlicher Zelluntergruppen. 
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Unter Verwendung dieser Methodik wurde die Einzelzelltranskriptionsanalyse an 

menschlichen und murinen jungen, gealterten und diabetischen Proben 

durchgeführt, um gleichzeitig die Expression von 96 angiogenen, Stammzell-, 

Differenzierungs- und Oberflächenantigenen zu charakterisieren. Eine 

bioinformatische Clusteranalyse wurde genutzt, um eine ASC-Subpopulation mit 

einer erhöhten Expression von proregenerativen Genen zu identifizieren und sie 

mit Oberflächenmarkern für eine prospektive Isolation über FACS zu korrelieren. 

Die identifizierte Subpopulation wurde hinsichtlich der Proliferation, der angiogenen 

Fähigkeit, des regenerativen Zytokinprofils und der Überlebenskapazität im 

Vergleich zur Elternpopulation und einer negativen Selektion in vitro beurteilt. Ihr 

regeneratives Potential wurde in vivo mit einem murinen Modell der kutanen 

Wundheilung bestimmt. 

 

Die Einzelzelltranskriptionsanalyse, gefolgt von der Clusterbildung für 

proregenerative Genexpressionsprofile, zeigte eine transkriptional definierte 

Subpopulation innerhalb von murinen und menschlichen ASCs, die durch eine 

Überexpression von multiplen Stammzellgenen und proangiogenen Genen 

gekennzeichnet ist. Diese Subpopulation wurde anschließend mit der Expression 

von Zelloberflächenmarkern korreliert. Reproduzierbarkeit und 

Oberflächenmarkertreue wurden über mehrere Proben hinweg bestätigt. Die 

Isolierung über FACS und die In-vitro-Beurteilung der identifizierten Zellpopulation 

zeigten eine verlängerte Retention von Vorläufer-assoziierten 
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Oberflächenantigenen, Überleben und Hochregulierung von angiogenen Zytokinen 

sowie eine erhöhte proliferative Kapazität und Klonogenität im Vergleich zu Zellen 

ohne diese Marker und der Mutterpopulationen (Rennert, Januszyk et al. 2016). 

Die Untersuchung von ASCs, die von gealterten und diabetischen Proben für die 

Evaluierung ihrer Subpopulationsdynamik gewonnen wurden, zeigte eine 

signifikante Verminderung dieses funktional eventuell potenteren Zellclusters. 

Schließlich wurden die Experimente in vivo fortgesetzt, um die regenerativen 

Fähigkeiten dieses ‚Clusters of Interest‘ in einem diabetischen murinen 

Wundmodell zu beurteilen. Die neu definierte Subpopulation verbesserte die 

Heilung im Vergleich zu Mutterpopulationen, was zu einer vollständig 

normalisierten Heilung von diabetischen Wunden führte. Dies zeigt, dass 

funktionell unterschiedliche ASC-Subpopulationen transkriptional identifiziert und 

mit der Oberflächenmarkerexpression für prospektive Isolation und Anwendungen 

verknüpft werden können. Die Anreicherung für eine ASC-Population mit einem 

verbesserten regenerativen Potential führte zu einer deutlichen 

Wirksamkeitsverbesserung der zellbasierten Therapie von diabetischen Wunden in 

vivo. Wir identifizierten zusätzlich eine alters- und diabetesbedingte Erschöpfung 

dieses potenten Zellclusters – ein potentieller pathophysiologischer Mechanismus, 

der den beeinträchtigten therapeutischen Fähigkeiten dieser Zellen zugrunde 

liegen könnte. 
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Teil 2: Mesenchymale Stammzelltherapie zur Rekonstruktion von 

Weichteildefekten 

 

Weichteildefekte sind ein allgegenwärtiges Problem in der Plastischen Chirurgie. Sie 

haben eine Vielzahl von möglichen Ursachen, wie z. B. kraniofaziale Anomalien, 

Malignome oder Traumata. Besonders häufig ist die Rekonstruktion von 

Weichgewebedefekten nach Resektionen im Zuge von malignen Erkrankungen 

notwendig. So wünscht sich die Mehrzahl der Frauen, die sich einer Mastektomie 

unterzogen hat, eine Wiederherstellung oder bestmögliche Angleichung der Brust, 

was nachweislich zu einer signifikant besseren Lebensqualität führt (Cagli, 

Cogliandro et al. 2014). In ähnlicher Weise ist es notwendig, bei Kindern mit 

kraniofazialen Anomalien, wie z. B. der hemifazialen Mikrosomie, einer Erkrankung, 

bei der eine Hälfte des Gesichts unterentwickelt ist, oder dem Parry-Romberg-

Syndrom (idiopathische progressive hemifaziale Atrophie), rekonstruktive Eingriffe 

zur Wiederherstellung der Gesichtssymmetrie durchzuführen (Hoehnke, Eder et al. 

2007, Sterodimas, Huanquipaco et al. 2009, Tanna, Broer et al. 2012).  

 

Aktuelle Strategien für die Rekonstruktion von Weichteildefekten 
 

Bei der chirurgischen Rekonstruktion von Weichgewebedefekten wird traditionell vor 

allem der Gewebetransfer in Form von Lappen und Hauttransplantaten eingesetzt. 

Ein Lappen, bestehend aus Gewebe mit dazugehöriger Blutversorgung, kann 
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mehrere Gewebearten enthalten. Während Lappen bei komplexen, 

dreidimensionalen Defekten bevorzugt werden, haben Hauttransplantate, die keine 

designierte Blutversorgung benötigen, den Vorteil einer geringeren 

Entnahmemorbidität, allerdings kann bei diesem Verfahren die Körperkontur nicht 

korrigiert werden (Pollhammer, Duscher et al. 2015, Pollhammer, Duscher et al. 

2016, Santema, Poyck et al. 2016). 

 

Erstmals beschrieben im 19. und 20. Jahrhundert und kürzlich repopularisiert von 

Sidney Coleman (Coleman 1998), sind Fetttransplantate in den letzten Jahren ein 

integraler Bestandteil der Weichgeweberekonstruktion geworden (Carpaneda and 

Ribeiro 1993, Coleman 2001). Klinisch können Eigenfetttransplantationen 

(Fatgrafting oder Lipofilling) vielseitig zur Rekonstruktion von Weichteildefekten 

oder für ästhetische Korrekturen am ganzen Körper eingesetzt werden. Das 

Anwendungsspektrum reicht von der Angleichung der Gesichtssymmetrie von 

Patienten mit Parry-Romberg-Syndrom (Slack, Tabit et al. 2014) bis zur 

Wiederherstellung der weiblichen Brust (Claro, Figueiredo et al. 2012). Die Technik 

wird immer häufiger eingesetzt, allerdings wird in einer Vielzahl von Studien über 

die rekonstruktive und kosmetische Anwendung von Lipofilling eine variable 

Resorptionsrate des transplantierten Materials (zwischen 10 und 80%) 

beschrieben (Wetterau, Szpalski et al. 2012, Herold, Ueberreiter et al. 2013, Ross, 

Shayan et al. 2014). Diese Inkonsistenz der Ergebnisse ist der Grund für den 

derzeit erheblichen Forschungsaufwand zur Verbesserung dieses Verfahrens. So 
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wurde in aktuellen Studien mit dem Ziel, der Variabilität der Resorption 

entgegenzuwirken, das Verfahren des zellunterstützten Lipotransfers (cell assisted 

lipotransfer, CAL) beschrieben. Das Prinzip des CAL ist eine Anreicherung der 

Fetttransplantate mit zusätzlichen regenerativen Progenitorzellen aus dem SVF 

des autologen Fettgewebes. (Matsumoto, Sato et al. 2006) 

 

Zelluläre Antwort auf Gewebsischämie nach Lipofilling 
 
Eine Ischämie und die daraus resultierende Hypoxie sowie 

Nährstoffunterversorgung sind unweigerlich mit dem Prozess des Fat-Graftings 

verbunden. In jüngeren Studien wurde versucht, die molekularen und zellulären 

Ereignisse, die in Fett nach einer Transplantation auftreten, genauer zu 

bestimmen. Suga et al. untersuchten die Auswirkungen einer Ischämie auf murines 

Leistenfett (Suga, Eto et al. 2010) und wiesen eine Apoptose von 

Gefäßendothelzellen, Adipozyten und hämatopoetischen Zellen innerhalb der 

ersten 24 Stunden in ischämischer Umgebung nach. Im Gegensatz dazu wurden 

ASC (durch Durchflusszytometrie als CD45-/CD34+-/CD31-Zellen definiert) als 

verhältnismäßig resistent gegenüber hypoxischen Bedingungen beschrieben. Es 

konnte zusätzlich gezeigt werden, dass ASCs direkt zur Fettgeweberegeneration 

beitragen (Suga, Eto et al. 2010). Von der gleichen Arbeitsgruppe wurde in einer 

anderen Studie derselbe Prozess über einen zweiwöchigen Zeitraum untersucht, 

diesmal unter Verwendung von Transplantationen muriner Leistenfettpolster unter 

den Skalp (Eto, Kato et al. 2012). Ähnlich wie die vorausgegangene Studie konnte 



 38 

innerhalb der ersten 24 Stunden nach der Transplantation ein starker Rückgang 

an lebensfähigen Adipozyten entdeckt werden. Das Absterben der Adipozyten 

dauerte einige Tage an und erst ab Tag sieben wurde wieder eine Vermehrung der 

lebensfähigen Adipozyten beobachtet.  

 

Genauere Untersuchungen über längere Zeiträume bestätigen eine allgemein 

gültige Sequenz von Abläufen nach der Fetttransplantation, die mit dem klinischen 

Verlauf von Lipofilling ohne CAL (Kolle, Fischer-Nielsen et al. 2013) 

übereinstimmen: Ein großer Teil der transferierten Adipozyten sterben innerhalb 

der ersten Woche ab. Nach dieser Apoptose-Welle folgt eine Adipozyten-

Regeneration in den peripheren Zonen/Zwischenzonen mit einer relativen 

Konsolidierung der Volumina nach 3–6 Monaten. Die Frage, ob der Einfluss durch 

die parakrine Sekretion von regenerativen Faktoren der ischämiebeständigen 

ASCs oder durch Differenzierung derselben (Kato, Mineda et al. 2014) überwiegt 

oder ob ein kombinierter Effekt vorliegt, ist Gegenstand vieler Studien (Yoshimura, 

Sato et al. 2008, Nie, Yang et al. 2011, Tabit, Slack et al. 2012). 

 

Charakterisierung der Adipose-Derived Stromal Cells und Prinzip des 
CAL 
 
Die SVF besteht aus verschiedenen Zellen, unter denen auch die Adipose-Derived 

Stromal Cells (ASCs) zu finden sind. Diese heterogene Gruppe von multipotenten 

Zellen besitzt die Fähigkeit, sich in Osteoblasten, Chondrozyten und Adipozyten zu 

differenzieren (Zuk, Zhu et al. 2002). Zusätzlich wurde nachgewiesen, dass ASCs 



 39 

eine Vielzahl von proregenerativen Faktoren, wie antientzündliche und 

proangiogenetische Moleküle (IL-10 und VEGF), sezernieren (Salgado, Reis et al. 

2010, Duscher, Rennert et al. 2014). Insbesondere eine ischämische Umgebung 

kann die Ausschüttung dieser Proteine stimulieren (Thangarajah, Vial et al. 2009, 

Kapur and Katz 2013). Daher sind Therapiekonzepte basierend auf der 

Übertragung von ASCs besonders attraktiv in der rekonstruktiven Chirurgie, bei 

der Entzündung und Hypoxie oftmals das Transplantationsareal beherrschen.  

 

Auf den regenerativen Eigenschaften der ASCs beruht auch das Prinzip des CAL. 

Der Grundgedanke für die Verwendung von ASCs zur Anreicherung von 

Fetttransplantaten beim CAL beruhte auf der Tatsache, dass ASC im Lipoaspirat 

im Vergleich zu intaktem, exzidiertem Fett nur wenig vorkommen (Yoshimura, 

Shigeura et al. 2006). Daher sollte ein Lipoaspirat, das mit zusätzlichen ASCs 

angereichert ist, das normale Fettgewebe weitaus besser repräsentieren und 

damit auch die Einheilung eines solchen Transplantats bei autologem Lipotransfer 

wesentlich verbessern (Matsumoto, Sato et al. 2006).  
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Die Rolle der ASC in der Fetttransplantation 
 
Initial herrscht im Fetttransplantat Ischämie vor. Genauer gesagt weisen 

Fetttransplantate nach der Injektion drei ‚Zonen‘ auf: eine umlaufende überlebende 

Zone, eine entzündliche regenerierende Zone und eine zentrale nekrotische Zone. 

Während Gewebe in der Entzündungszone letztendlich regeneriert wird, bleibt die 

zentrale Zone nekrotisch mit vollständig abgestorbenen Adipozyten und ASCs 

ohne Beitrag zum Transplantationsvolumen (Carpaneda and Ribeiro 1993, Kato, 

Mineda et al. 2014). Eine Möglichkeit, den Verlust von transplantierten Zellen zu 

vermindern und damit die Volumenretention nach Lipofilling zu verbessern, stellt 

die Supplementierung der Transplantate mit zusätzlichen ASCs dar. 

 

Das Konzept des CAL wurde erstmals 2006 beschrieben: Matsumoto et al. konnten 

demonstrieren, dass eine Supplementierung von Lipoaspiraten mit SVF eine 

signifikant verbesserte Fetttransplantatretention und eine erhöhte Vaskularität der 

Transplantate bewirkte. Bei Experimenten mit Hilfe von transgenen Mäusen und 

mit GFP(green fluorescent protein)-markierten Zellen, kamen Matsumoto et al. zu 

dem Schluss, dass der beschriebene Effekt hauptsächlich durch das 

Differenzierungspotential der ASCs bestimmt wird (Matsumoto, Sato et al. 2006). 

Die Ergebnisse jüngerer Studien deuten auf eine parakrine Wirkung der ASCs im 

Fetttransplantat hin (Suga, Glotzbach et al. 2014, Garza, Rennert et al. 2015) und 

lassen den proangiogenetische Effekt der Progenitorzellen als Schlüsselelement 

der ASC-Wirkung im CAL erscheinen. Unter Verwendung von Luciferase-
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exprimierenden menschlichen ASCs waren Garza et al. in der Lage, den Verbleib 

der implantierten ASCs nach CAL zu verfolgen und die Zellen an verschiedenen 

Zeitpunkten nach der Transplantation sequenziell zu isolieren. Das Ergebnis zeigte, 

dass die Mehrzahl der ASCs nicht langfristig im Transplantat überleben (nur 2 % 

blieben zehn Tage nach Transplantation erhalten). Mittels 

Einzelzelltranskriptionsanalyse der aus CAL-Transplantaten isolierten ASCs konnte 

die überwiegende Expression von angiogenen (z. B. FGF2 und VEGFA), nicht aber 

adipogenen Genen nachgewiesen werden (Garza, Rennert et al. 2015). Dies 

deutet auf eine parakrine angiogenetische und nicht adipogene Wirkung der ASCs 

im CAL hin. Zusätzlich haben Studien mit transgenen GFP+-Mäusen gezeigt, dass 

die Revaskularisierung von Fetttransplantaten hauptsächlich von Zellen des 

Empfängergebiets vermittelt wird (Dong, Peng et al. 2015). Diese Erkenntnis ist ein 

weiterer Hinweis gegen die Theorie der adipogenen oder vaskulogenen 

Differenzierung der ASCs nach CAL. 

 

Die Balance zwischen Zellkonzentration und Transplantvolumen 
 
Aufgrund ihrer verhältnismäßig einfachen Handhabung und der leichten 

Verfügbarkeit von transgenen Mäusen findet ein Großteil der Forschung über 

Fetttransplantate in Mausmodellen statt. Um die Übertragbarkeit der Ergebnisse 

sicherzustellen, sollten nach Möglichkeit menschliche ASCs und menschliches 

Fettgewebe in der Forschung verwendet werden. Dies ist nur möglich, wenn die 

Aktivität des Immunsystems bei den Modellen reduziert ist, also 
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immunkomprimierte Mäuse verwendet werden (Watanabe, Numata et al. 2004). In 

Experimenten mit BALB/c-Mäusen konnte festgestellt werden, dass CAL mit ca. 

85.000 Zellen pro Milliliter Fett langfristig die Retention von transplantiertem Fett 

verbessert (Zhu, Zhou et al. 2010). Angesichts der Tatsache, dass die benötigte 

Menge an Zellen, die für den Einsatz im CAL bestimmt sind, auch die Menge an 

Lipoaspirat beeinflusst, stellt sich die Frage, wie viele Zellen notwendig sind, um 

positive Veränderungen zu bewirken. Diese Fragestellung wurde durch ein murines 

CAL-Xenograft-Modell untersucht, indem die Zahl an SVF-Zellen, die dem Fett 

hinzugefügt wurden, titriert wurde. Es wurde herausgefunden, dass das 

Hinzufügen von 50.000 SVF-Zellen (die niedrigste Zahl) pro Milliliter 

Fetttransplantat zu den deutlichsten Verbesserungen in der Volumenretention und 

Vaskularität führt. Im Gegensatz dazu bewirkt die Zugabe von 50 Millionen SVF-

Zellen (die höchste Zahl im Versuch) eine signifikant verringerte 

Fetttransplantatretention und Vaskularität (Paik, Zielins et al. 2015). Als Grund für 

diese Unterschiede wird die Zell-Zell-Konkurrenz um ohnehin schon knappe 

Ressourcen in der hypoxischen Transplantatumgebung hypothetisiert. Diese 

Erkenntnisse werden durch die Arbeit von Li et al. (Li, Li et al. 2017) gestützt, in 

der ähnliche Konzentrationen von ASCs als optimal für CAL bestimmt wurden. 

Diese Ergebnisse stehen in starkem Kontrast zu denen der ersten randomisierten 

klinischen Studie über CAL, wo 20 Millionen ASCs pro Milliliter Fett verwendet 

wurden (Kolle, Fischer-Nielsen et al. 2013). Aufgrund der unterschiedlichen 
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Ergebnisse sind weitere klinische Versuchsreihen notwendig, um die optimale 

Dosierung von ASCs im CAL zu bestimmen. 

 
 

Einflussfaktoren auf die ASC-Funktionalität  
 
Angesichts der Rolle, die ASCs bei der Förderung der Fetttransplantatretention 

spielen könnten, darf die bekannte funktionelle Heterogenität von ASCs als 

Einflussfaktor nicht außer Acht gelassen werden. ASCs sind heterogen in ihrem 

Genexpressionsprofil und es ist wahrscheinlich, dass proangiogene und 

proadipogene ASC-Subpopulationen zusammen mit den schon identifizierten 

proosteogenen Fraktionen vorliegen (Levi, Wan et al. 2011, Rennert, Januszyk et 

al. 2016). Ein logischer nächster Schritt sind wissenschaftliche Bestrebungen, 

diese potenten Subpopulationen mittels Einzelzell-Genexpressionsanalyse zu 

identifizieren und ähnlich wie oben beschrieben für therapeutische Zwecke zu 

isolieren. Durch eine solche Subpopulationsselektion könnten eventuell auch die 

bekannten negativen Einflussfaktoren auf die zelluläre Funktionalität umgangen 

werden. Zusätzlich zur Lipoaspirationstechnik und zu dem Gesundheitszustand 

des Spenders sind andere entscheidende Faktoren für die Funktionalität der ASCs 

das Patientenalter (El-Ftesi, Chang et al. 2009, Choudhery, Badowski et al. 2014, 

Duscher, Rennert et al. 2014) und die Fettentnahmestelle (Jurgens, 

Oedayrajsingh-Varma et al. 2008, Aguena, Fanganiello et al. 2012). Weitere 

Studien sind notwendig, um Einflüsse auf die ASC-Funktionalität genauer 
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bestimmen zu können und daraus klinische Vorteile für die Rekonstruktion von 

Weichteildefekten durch Eigenfetttransplantation abzuleiten.  

 

  



 45 

ZUSAMMENFASSUNG 

Gewebsdefekte stellen eine erhebliche Belastung für das Gesundheitssystem dar 

und die mit ihnen verbundenen negativen psychosozialen Auswirkungen auf 

einzelne Patienten sind enorm. Traditionelle Rekonstruktionsverfahren bleiben 

wertvolle Werkzeuge in der klinischen Praxis. Die wachsende Prävalenz von 

chronischen Krankheiten wie Diabetes und Krebs führt zu einem Anstieg von 

chronischen Wunden und komplexen Konturdefekten. Es ist daher erforderlich, 

dass bewährte Techniken mit neuartigen zellbasierten Therapien ergänzt werden, 

um die Grenzen dessen zu erweitern, was medizinisch möglich ist. Trotz der 

jüngsten Fortschritte und erster klinischer Studien werden zellbasierte Therapien 

für die Haut- und Weichteilregeneration in der Praxis noch wenig genutzt. Die 

Umsetzung wird durch Faktoren wie Sicherheit, Kosten und Integrität der 

therapeutisch genutzten Zellen eingeschränkt. In dieser Arbeit konnte durch 

strukturierte Evaluation die regenerative Funktionalität von ASCs, die durch UAL 

und SAL gewonnen wurden, mit ASCs, die unter minimaler Manipulation aus 

Abdominoplastik-Resektaten isoliert wurden, verglichen werden. Hierzu wurde eine 

In-vitro-Evaluation der Proliferation, der Migration, des Differenzierungsvermögens 

und der für die klinische Effektivität von Zelltherapeutika essentiellen 

Zytokinausschüttung durchgeführt. Als nächstes wurden im Tiermodell die 

Fähigkeit zur Gewebserneuerung und Wundheilung sowie zur 

Angiogeneseförderung überprüft. Es konnte gezeigt werden, dass alle evaluierten 

Methoden der Liposuction geeignet sind, um Lipoaspirat mit funktionell intakten 
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ASCs zu gewinnen. Diese Daten schaffen die Grundlage für einen effektiven 

Einsatz der Zellen in klinischen Therapien. Weitere translationale Tests und 

Innovationen, die sich am Schnittpunkt von Ingenieurwesen, Biologie und Medizin 

ergeben, sind notwendig, um die klinische Anwendung dieses vielversprechenden 

neuen Behandlungsparadigmas zu ermöglichen. 
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Suction assisted liposuction does not 
impair the regenerative potential of adipose 
derived stem cells
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Abstract 
Background: Adipose-derived stem cells (ASCs) have been identified as a population of multipotent cells with 
promising applications in tissue engineering and regenerative medicine. ASCs are abundant in fat tissue, which can 
be safely harvested through the minimally invasive procedure of liposuction. However, there exist a variety of dif-
ferent harvesting methods, with unclear impact on ASC regenerative potential. The aim of this study was thus to 
compare the functionality of ASCs derived from the common technique of suction-assisted lipoaspiration (SAL) versus 
resection.

Methods: Human adipose tissue was obtained from paired abdominoplasty and SAL samples from three female 
donors, and was processed to isolate the stromal vascular fraction. Fluorescence-activated cell sorting was used to 
determine ASC yield, and cell viability was assayed. Adipogenic and osteogenic differentiation capacity were assessed 
in vitro using phenotypic staining and quantification of gene expression. Finally, ASCs were applied in an in vivo 
model of tissue repair to evaluate their regenerative potential.

Results: SAL specimens provided significantly fewer ASCs when compared to excised fat tissue, however, with 
equivalent viability. SAL-derived ASCs demonstrated greater expression of the adipogenic markers FABP-4 and LPL, 
although this did not result in a difference in adipogenic differentiation. There were no differences detected in osteo-
genic differentiation capacity as measured by alkaline phosphatase, mineralization or osteogenic gene expression. 
Both SAL- and resection-derived ASCs enhanced significantly cutaneous healing and vascularization in vivo, with no 
significant difference between the two groups.

Conclusion: SAL provides viable ASCs with full capacity for multi-lineage differentiation and tissue regeneration, and 
is an effective method of obtaining ASCs for cell-based therapies.

© 2016 Duscher et al. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License 
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium, 
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, 
and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/
publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.

Background
Adipose tissue has recently been identified as a promis-
ing source of multipotent cells for use in regenerative 

medicine. Adipose-derived stem cells (ASCs) are cells 
of mesenchymal origin with a capacity to differentiate 
through adipogenic, osteogenic, and chrondrogenic lin-
eages, among others [1, 2]. Notably, in contrast to bone 
marrow-derived mesenchymal stem cells (BM-MSCs), 
ASCs derived from adipose tissue are abundant [3] and 
relatively easily obtainable [1, 2, 4]. Due to their high 
yield in adipose tissue, ASCs additionally have the poten-
tial to be used in clinical therapy without the need for 
expansion in culture.
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The potential utility of ASCs in tissue engineering and 
cell-based regenerative therapies has been confirmed in a 
variety of pre-clinical and clinical applications. For exam-
ple, pullulan-collagen hydrogel scaffolds seeded with 
ASCs have been demonstrated to increase vascularity 
and improve wound healing [5, 6]. With regard to skeletal 
regenerative potential, implantation of an ASC-seeded 
hydroxyapatite-coated poly (lactic-co-glycolic acid) scaf-
fold into a critical-sized calvarial defect resulted in signif-
icant healing of the defect within 8 weeks [7, 8]. Finally, 
the adipogenic and angiogenic capabilities of ASCs have 
been utilized in the technique of cell-assisted lipotransfer 
(CAL), in which fat grafts are enriched with their native 
ASCs to improve retention and variability [9–12].

However, there exist a variety of different methods to 
obtain adipose tissue in clinical practice, with unclear 
impact on the viability and regenerative potential of 
ASCs. The current standard method for fat harvest for 
regenerative medicine purposes is liposuction. Specifi-
cally, suction-assisted lipoaspiration (SAL) [13], which 
uses manual movement of a small suction cannula to 
mechanically disrupt the adipose tissue, is most widely 
used [14, 15]. Previous work from our laboratory has 
demonstrated that relative to SAL, laser-assisted lipo-
suction (LAL) leads to reduced ASC viability and in vivo 
regenerative potential [16], while ultrasound-assisted 
liposuction (UAL) does not affect ASC yield, prolifera-
tion, differentiation or capacity for tissue regeneration 
[17]. However, it remains to be determined what effects 
SAL itself has on key ASC characteristics. Therefore, the 
aim of this study was to determine the effects of SAL on 
ASC yield, viability, in  vitro adipogenic and osteogenic 
differentiation capabilities, as well as in vivo regenerative 
potential by comparing ASCs derived from SAL lipoaspi-
rates and those from resected adipose tissue.

Methods
Human adipose tissue collection and stromal vascular 
fraction isolation
Human adipose tissue was obtained from three healthy 
female donors after informed consent under approval 
of the Stanford University Institutional Review Board 
(Protocol no. 2188). Both abdominoplasty and suction-
assisted lipoaspiration specimens were collected from 
each patient. Patients were female, 36–54  years of age, 
and had no known comorbidities. SAL was performed at 
a negative pressure of 760 mmHg using a 5 mm rounded, 
blunt cannula.

Lipoaspirate was processed to obtain the stromal vascu-
lar fraction as described previously [2]. Briefly, lipoaspi-
rate was washed with sterile phosphate-buffered saline, 
followed by removal of the oil and blood/saline layers. The 
remaining fat layer was digested with Type II collagenase 

(Sigma-Aldrich; St. Louis, MO) in Medium 199 (Cellgro; 
Manassas, VA, USA) in a 37 °C water bath at 180 rpm for 
30 min. The mixture was centrifuged at 1500g for 20 min 
at 4  °C and the supernatant was discarded. The cellular 
pellet was re-suspended in Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium (DMEM) (Invitrogen; Carlsbad, CA, USA) with 
10 % fetal bovine serum (FBS), filtered through a 100 µm 
pore size cell strainer (Corning; Corning, NY, USA), cen-
trifuged at 300g for 15 min, and the supernatant was dis-
carded once again. The cell pellet was then re-suspended 
in red cell lysis buffer and centrifuged once more time 
before re-suspending the stromal vascular fraction (SVF) 
in complete medium. Excised abdominoplasty specimens 
were de-epithelialized, mechanically minced into small 
pieces, and then digested and processed in the same man-
ner as the lipoaspirate samples.

Fluorescence-assisted cell sorting analysis
Our group recently demonstrated significant differences 
in the transcriptional profiles of primary ASCs when 
compared to cultured cells stressing the importance of 
using primary or very early passage cells in in all transla-
tional studies [18]. Therefore we utilized freshly isolated 
SVF and stained it for immediate fluorescence-activated 
cell sorting (FACS) to identify the ASC fraction. ASCs 
were defined by the established surface marker profile 
CD45-/CD31-/CD34+  [16, 19, 20]. Mouse anti-human 
monoclonal antibodies CD31-PE, CD45-PeCy7, and 
CD34-APC (BD Biosciences; San Jose, CA, USA) were 
used and propidium iodide staining was employed to 
exclude dead cells. Analysis was performed using a BD 
FACSAria machine (BD Biosciences).

In vitro viability assay
Freshly extracted ASCs from SAL and excisional fat were 
seeded into a 96-well plate for determination of viability 
by MTT assay (Vybrant MTT Cell Proliferation Assay 
Kit, Invitrogen; Carlsbad, CA, USA).

In vitro osteogenic differentiation
ASCs derived from SAL lipoaspirates and excised adipose 
tissue at passage two were cultured in osteogenic differ-
entiation media (ODM), containing 10 % FBS, 1 % peni-
cillin/streptomycin, 100 μg/mL ascorbic acid, and 10 mM 
β-glycerol 2-phosphate [21]. An alkaline phosphatase 
assay (Sigma-Aldrich) was performed after 7 days in cul-
ture with ODM, and mineralization was assessed using 
Alizarin Red staining at day 14. Alizarin Red staining was 
extracted with 20 % methanol and 10 % acetic acid in dis-
tilled water, and quantified using a spectrophotometer at 
450 nm.

Total RNA was harvested immediately prior to begin-
ning osteogenic stimulation with ODM at day 0, then 
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again at day 7 and day 14 in osteogenic culture, and 
processed using the RNeasy Mini Kit (Qiagen; Hilden, 
Germany). Reverse transcription was performed using 
TaqMan Reverse Transcription Reagents (Invitrogen). An 
ABI Prism 7900HT Sequence Detection System (Applied 
Biosystems; Foster City, CA, USA) was used to perform 
quantitative real-time polymerase chain reaction (qRT-
PCR) with Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied 
Biosystems) as the reporter. qRT-PCR analysis was con-
ducted to detect gene expression levels of the early 
osteogenic marker Runt-related transcription factor-2 
(RUNX-2) as well as the late osteogenic marker osteocal-
cin (OCN). Expression levels of RUNX-2 and OCN were 
normalized to beta-actin expression values.

In vitro adipogenic differentiation
Cells from both groups were passaged twice and seeded 
in standard 6-well plates in triplicate at equal density. 
After reaching 70  % confluence, ASCs were cultured in 
adipogenic differentiation medium (ADM), consisting of 
DMEM, 10 % FBS, 1 % penicillin/streptomycin, 10 μg/mL 
insulin, 1  μM dexamethasone, 0.5  mM methylxanthine, 
and 200  μM indomethacin. Lipid accumulation was 
determined using Oil Red O (ORO) staining after 7 days 
in culture with ADM. Staining was imaged using a Leica 
DC300 camera and Leica DM IL inverted contrasting 
microscope at 10×  magnification, then extracted with 
isopropanol, and quantified by absorbance spectropho-
tometry at 520 nm.

Total RNA was harvested at day 0 and day 7 of adi-
pogenic induction culture. Expression levels of the 
adipogenic differentiation markers peroxisome prolif-
erator-activated receptor γ (PPAR-γ), fatty acid bind-
ing protein 4 (FABP4/AP2), and lipoprotein lipase (LPL) 
were determined at two time points during adipogenic 
differentiation. Gene expression values were normalized 
to beta-actin.

Animals
All mice were housed in the Stanford University Veteri-
nary Service Center in accordance with NIH and insti-
tution-approved animal care guidelines. All procedures 
were approved by the Stanford Administrative Panel on 
Laboratory Animal Care.

In vivo excisional wound model
Nude male Crl:CD-1-Foxn1nu mice (Charles River Labo-
ratories, Wilmington, MA, USA http://www.criver.com) 
between 8 and 12 weeks of age were randomized to three 
treatment groups: unseeded hydrogel control or hydrogel 
seeded with human ASC isolated from SAL lipoaspirates 
or resected adipose tissue. Pullulan-collagen hydrogel 
was produced as and seeded as described previously [5, 

22]. Briefly, 2.5 × 105 human ASCs suspended in 15 μL of 
PBS solution were pipetted onto hydrophobic wax paper 
and the hydrogel absorbed the cells actively by capil-
lary, hydrophobic and entropic forces [5]. As previously 
described [23], two 6 mm full thickness wounds were cre-
ated at the dorsum of each mouse. Each wound was held 
open by donut shaped silicone rings sutured on with 6-0 
nylon sutures to prevent wound contraction and allow 
for healing by granulation. Wounds were covered with an 
occlusive dressing (Tegaderm, 3 M, St. Paul, MN, http://
www.3m.com). Photographs were taken on days 0, 3, 5, 
7, 9, 11, 13 and 15 and wound area was measured using 
ImageJ software (National Institute of Health, Bethesda, 
MD, http://www.nih.gov) (n = 8 wounds/group).

Assessment of wound vascularity
To evaluate wound vascularity, immunohistochemical 
staining for the endothelial cell marker CD31 was per-
formed as described previously (n  =  8 wounds/condi-
tion) [22]. Briefly, wounds were harvested upon closure 
and processed for paraffin sectioning. Seven micron 
thick paraffin sections were stained with primary anti-
body (1:100 Rb α CD31, Ab28364, Abcam, Cambridge, 
UK, http://www.abcam.com) overnight at 4  °C, fol-
lowed by secondary antibody staining (1:400 AF547 Gt 
α Rb, Life Technologies, Grand Island, NY, USA http://
www.lifetechnologies.com). Cell nuclei were visualized 
with the nuclear stain DAPI. ImageJ (National Institute 
of Health, Bethesda, MD, USA http://www.nih.gov) was 
used to binarize immunofluorescent images taken with 
the same gain, exposure, and excitation settings as previ-
ously described [22]. Intensity threshold values were set 
automatically and quantification of CD31 staining was 
determined by pixel-positive area per high power field.

Statistical analysis
Data are shown as mean ± SEM. Statistical analyses were 
performed using GraphPad Prism software (GraphPad 
Software, Inc.). Statistical comparisons were made using 
Student’s t-tests and ANOVAs, with Bonferroni correc-
tions for multiple comparisons where appropriate. A  
*p value of < 0.05 was considered statistically significant.

Results
SAL yields a decreased frequency of ASCs
ASC yield was assessed in freshly harvested SVF from 
lipoaspirates and resected adipose tissue to determine 
if SAL impacts ASC frequency. FACS analysis showed 
greater frequency of ASCs in SVF harvested from exci-
sional fat compared to those from SAL (*p  <  0.05) 
(Fig.  1a). The average yield of ASCs in processed SAL 
specimens was 42.4 %, and in processed abdominoplasty 
specimens was 55.8 % (Fig. 1b).

http://www.criver.com
http://www.3m.com
http://www.3m.com
http://www.nih.gov
http://www.abcam.com
http://www.lifetechnologies.com
http://www.lifetechnologies.com
http://www.nih.gov
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Fig. 1 ASCs are less frequent in SAL lipoaspirates than in resected adipose tissue but display comparable viability. a Flow cytometric analysis evalu-
ating the frequency of CD45- cells (top row) and ASCs (CD45-/31-/34+ cells; bottom row) within the SVF from SAL lipoaspirates and excised adipose 
tissue. b Quantification of CD45-/31-/34+ ASCs in SAL and excised adipose tissue derived. c MTT assay demonstrating no significant difference 
regarding cellular viability. n = 3. All data are means ± one SEM. SAL suction-assisted liposuction
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SAL does not compromise ASC viability
A reduction of ASC yield in SAL lipoaspirates, did not 
result in an impaired ASC viability. An MTT assay was 
performed to assess the impact of SAL on ASC viability 
when compared to excision. Cell viability was not signifi-
cantly different between ASCs harvested by SAL or exci-
sion (p = 0.53) (Fig. 1c).

Osteogenic differentiation potential
In order to determine the osteogenic differentiation 
potential of ASCs isolated from either SAL or excisional 
fat samples, ASCs were cultured in ODM for 14  days. 
There were no significant differences detected in alka-
line phosphatase activity after 7 days in ODM (p = 0.44) 
(Fig.  2a) or in mineralization of the extracellular matrix 
at day 14, as measured by Alizarin Red assay (p = 0.06) 
(Fig.  2b). Similarly, there were no significant differences 
in expression of the osteogenic differentiation markers 
RUNX-2 or OCN between the SAL- and excision-derived 
ASCs, at any time points assessed (Fig. 2c).

Adipogenic differentiation potential
Cells were cultured in ADM for 7 days to determine adi-
pogenic differentiation potential of ASCs derived from 
SAL or excisional fat. Lipid accumulation was confirmed 
by ORO staining after 7  days of culture in ADM, indi-
cating appropriate adipogenic differentiation of ASCs. 
Quantification of Oil Red O staining showed no sig-
nificant differences between the two groups (p =  0.47) 
(Fig.  3a). Additionally, RNA was harvested prior to 
induction of differentiation at day 0 and again after 7 days 
of culture in ADM to correlate adipogenic marker tran-
script expression levels with observed in  vitro adipo-
genic differentiation. Interestingly, gene expression of the 
intermediate and late adipogenic differentiation mark-
ers FABP-4/AP2 and LPL were significantly enhanced in 
ASCs harvested by SAL compared to those from exci-
sional fat tissue (**p < 0.01) (Fig. 3b). This difference was 
seen after 7 days of adipogenic induction, but not at day 
0 before induction of differentiation in ADM. Similarly, 
gene expression of the early adipogenic marker PPAR-γ 
showed a trend toward greater expression at day 7 in cells 
derived from SAL, however this did not reach statistical 
significance (p = 0.06).

SAL and excisional fat derived ASCs equally enhance 
wound healing
To evaluate the therapeutic functionality of SAL derived 
ASCs versus ASCs isolated from excisional fat in  vivo, 
cell-seeded hydrogels [5] were applied to a previously 
established model of murine cutaneous healing [5, 24]. 
Consistent with their unimpaired in  vitro functional-
ity, ACSs obtained via SAL demonstrated comparable 

therapeutic efficacy for cutaneous regeneration versus 
cells isolated from abdominoplasty samples (Fig.  4a). 
Both ASC treatment groups displayed significantly 
improved healing kinetics as early as day three compared 
to unseeded hydrogel controls (Fig.  4b). The acceler-
ated healing rates directly resulted in significantly faster 
wound closure times in the ASCs groups (11.4 and 10.8 
vs. 13.8 days, **p < 0.01) (Fig. 4c). These data indicate that 
ASCs derived from either SAL or excision both have a 
positive effect on in vivo regeneration.

SAL and excisional fat derived ASCs both enhance wound 
vascularity
Improvement of wound healing by ASCs is widely attrib-
uted to enhanced vascularization of the wound bed [17, 
25–28]. Indeed, both ASC treatment groups showed sig-
nificantly enhanced neovascularization compared with 
acellular scaffold controls (*p  <  0.05), confirming our 
results regarding in  vivo regenerative potential (Fig.  5). 
Similar to the wound healing outcomes, no signifi-
cant differences between the two ASC groups could be 
detected. This further corroborates that in vivo regenera-
tive potential is preserved in SAL-derived ASCs.

Discussion
Despite exciting discoveries regarding the regenerative 
potential of ASCs, the use of ASCs in clinical practice 
is still in its infancy. This is in part due to an incomplete 
understanding of how various harvesting and process-
ing methods affect ASC biology. Several different meth-
ods for fat harvest exist, whether for fat grafting in the 
operating room or for the isolation of ASCs in the lab-
oratory [29–32]. With the goal of decreasing donor site 
morbidity with increased operative efficiency, new har-
vesting techniques have been developed beyond the tra-
ditional technique of resection, such as SAL, UAL, LAL, 
and power-assisted liposuction (PAL). However, while 
some of these methods may offer improvements in clini-
cal variables such as decreased operative time, improved 
skin retraction, and minimized blood loss [33], the cur-
rent body of literature regarding the comparative effects 
of these methods on preservation of the cellular con-
tents is largely incomplete and often inconsistent. These 
potential effects are of interest to translational research-
ers utilizing ASCs in regenerative therapies, as well as 
to clinicians looking to improve viability of transferred 
fat grafts. To our knowledge, there has been no study to 
date that determines the effects of SAL on proliferation, 
differentiation potential, and wound healing when com-
pared to the standard of excisional fat. We evaluate the 
characteristics of SAL and resection-derived ASCs in a 
laboratory setting with paired samples from patients who 
serve as their own controls. These controlled conditions 
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enable an exact assessment potentially superior to clini-
cal comparisons utilizing one-step cell isolation protocols 
in the operating room.

In this study, we found that ASCs obtained from both 
SAL and excised abdominoplasty tissue occurred at high 
frequencies and viability, although excised adipose tissue 

provided greater yields of ASCs when compared to SAL. 
Factors influencing ASC yield have been discussed con-
troversially in the literature. In addition to harvesting 
technique, patient demographics can affect ASC fre-
quency in adipose tissue. Generally, there are no detect-
able differences in ASC yield or proliferation with age 

Fig. 2 SAL and excisional fat derived ASCs have equal osteogenic lineage differentiation capacities. a Representative images and quantification of 
Alkaline Phosphatase and b Alizarin Red staining following osteogenic differentiation of SAL and excisional fat derived ASCs. c RT-PCR quantifying 
the expression of early (RUNX2), and late (OCN) osteogenic markers in vitro. n = 3. All data are means ± one SEM. RUNX2 runt-related transcription 
factor 2, OCN osteocalcin
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[19, 34]. However, high donor age and comorbidities such 
as diabetes significantly impair ASC functionality [19, 
35] and donor gender affects ASC properties, with more 
robust osteogenic differentiation in ASCs from male 
patients [36]. Furthermore, previous studies from our 
group have demonstrated depot-specific differences in 

ASCs, with ASCs isolated from the flank and thigh show-
ing greater osteogenic potential but ASCs from the flank 
having lesser adipogenic capabilities when compared to 
the arm and abdomen [37].

The capability of ASCs to differentiate down multi-
ple lineages is of critical importance in their utility in 

Fig. 3 SAL derived ASCs have similar adipogenic lineage differentiation capacities. a Representative images and quantification of Oil Red O staining 
following adipogenic differentiation of SAL and abdominoplasty derived ASCs. b RT-PCR quantifying the expression of adipogenic markers in vitro. 
Top PPAR-γ, middle FABP4, bottom LPL. n = 3. All data are means ± one SEM. PPAR-γ peroxisome proliferator-activated receptor γ, FABP4 fatty acid 
binding protein 4, LPL lipoprotein lipase
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tissue engineering and cell-based regenerative therapies. 
Previous studies from our group have found no signifi-
cant difference in osteogenic differentiation potential 
between suction-assisted lipoaspiration and third-gen-
eration ultrasound-generation lipoaspiration, despite 
the mechanical disruption delivered during ultrasound 
application [17]. In contrast, ASCs derived from LAL 
have been shown to suffer from decreased osteogenic dif-
ferentiation capacity relative to those from SAL [16]. The 
results from this study demonstrate that SAL does not 
impair the osteogenic differentiation potential of ASCs. 
This is not surprising, since SAL delivers a mechanical 
effect rather than heat, and is thus an approach more 
similar to UAL than LAL.

Interestingly, we found that expression of adipogenic 
differentiation markers FABP-4 and LPL were signifi-
cantly higher in SAL derived ASCs when compared to 
those harvested from excisional abdominoplasty fat 

tissue. Expression of the early adipogenic marker PPAR-γ 
was also greater, although not significantly so. Our find-
ings corroborate those in a recent study by Keck et  al. 
[38], who determined expression of adiponectin, PPAR-γ, 
and GLUT4 to be significantly increased in ASCs from 
PAL, a technique analogous to SAL, when compared 
to manual aspiration. A potential explanation for these 
findings may be found in the cellular effects of mecha-
notransduction, the conversion of mechanical forces 
to biochemical signals [39]. It is becoming increasingly 
probable that ASCs are subject to significant mecha-
notransductive effects [40, 41], much as are other progen-
itor cell types. However, the literature is still developing 
in this area and results thus far have been inconsistent 
and largely focused on either adipocytes or adipose tissue 
as a whole [42, 43]. Due to the conflicting data regarding 
mechanotransduction in ASCs, one may turn to the BM-
MSC literature for potential clues. Importantly, shear 

Fig. 4 Application of SAL and abdominoplasty derived ASCs are equalliy efficacious to enhance cutaneous healing. a Gross appearance, b wound 
healing kinetics, and c closing times of humanized excisional murine wounds treated with hydrogel seeded hASCs harvested via SAL, abdomino-
plasty or unseeded hydrogel. n = 8. Asterisk indicates p ≤ 0.05. All data are means ± one SEM
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stress has been previously shown to cause changes in 
cytoskeletal distribution in MSCs, ultimately leading to 
alterations in differentiation potential. Specifically, Chang 
et al. [44] found that shear stress led to increased expres-
sion of the early adipokine PPAR-γ and decreased expres-
sion of the early osteogenic gene RUNX-2 [44]. Here, we 
see similar effects in ASCs, with trends toward increased 
PPAR-γ and decreased RUNX-2 expression in ASCs 
isolated from lipoaspirates when compared to those 
obtained from excised adipose tissue. Therefore we may 
conclude that mechanical forces exerted during lipoaspi-
ration alters ASC biology, at least at the transcriptional 
level. However, further work is needed to clarify these 
potential effects.

ASCs harbor great promise for tissue regenera-
tion applications [5]. In this study we demonstrate that 
SAL-harvested ASCs have an identical potential for the 
enhancement of cutaneous healing when compared to 
ASCs derived from excisional fat. Furthermore, wounds 
treated with either ASC population displayed signifi-
cantly greater vascularity compared to an unseeded 

scaffold control group. These promising findings distin-
guish SAL as a reliable method for obtaining ASCs suit-
able and effective for regenerative medicine approaches, 
and an equivalent source of ASCs when compared to 
those derived from three-dimensionally intact adipose 
tissue.

Conclusion
ASCs represent a promising source of multipotent cells 
for tissue engineering and regenerative medicine. Suc-
tion-assisted lipoaspiration offers a possibility for rela-
tive ease of harvest of ASCs with minimal donor site 
morbidity. Here we show that SAL lipoaspirates provide 
a slightly decreased yield of viable ASCs when com-
pared to resected adipose tissue. ASCs derived from 
SAL retain full multipotency and regenerative capabili-
ties. Overall, these findings suggest that SAL is a reliable 
and effective method of obtaining ASCs for tissue engi-
neering approaches and cell-based therapies when com-
pared to the gold standard of minimally-manipulated 
excisional adipose tissue, and does not damage ASCs in 

Fig. 5 Both ASC treatment groups display enhanced cutaneous wound vascularity. CD31 staining confirmed a significant increase in neovasculari-
zation among both ASC tretment groups. DAPI nuclear stain. Scale bar 100 μm. n = 8. Asterisk indicates p ≤ 0.05. All data are means ± one SEM
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terms of viability, osteogenic and adipogenic differen-
tiation capacity, wound regenerative potential, or wound 
neovascularization.
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ABSTRACT

Human mesenchymal stem cells (MSCs) have recently become a focus of regenerative medicine, both
for their multilineage differentiation capacity and their excretion of proregenerative cytokines.
Adipose-derived mesenchymal stem cells (ASCs) are of particular interest because of their abundance
in fat tissue and the ease of harvest via liposuction. However, little is known about the impact of dif-
ferent liposuction methods on the functionality of ASCs. Here we evaluate the regenerative abilities
of ASCs harvested via a third-generation ultrasound-assisted liposuction (UAL) device versus ASCs
obtainedvia standard suction-assisted lipoaspiration (SAL). Lipoaspirateswere sortedusing fluorescent
assisted cell sorting based on an established surface-marker profile (CD34+/CD312/CD452), to obtain
viable ASCs. Yield and viability were compared and the differentiation capacities of the ASCs were
assessed. Finally, the regenerative potential of ASCs was examined using an in vivo model of tissue re-
generation. UAL- and SAL-derived samples demonstrated equivalent ASC yield and viability, and UAL
ASCs were not impaired in their osteogenic, adipogenic, or chondrogenic differentiation capacity.
Equally, quantitative real-time polymerase chain reaction showed comparable expression of most os-
teogenic, adipogenic, and key regenerative genes between both ASC groups. Cutaneous regeneration
andneovascularizationwere significantlyenhanced inmice treatedwithASCsobtainedbyeitherUALor
SAL compared with controls, but there were no significant differences in healing between cell-therapy
groups.We conclude that UAL is a successfulmethod of obtaining fully functional ASCs for regenerative
medicine purposes. Cells harvested with this alternative approach to liposuction are suitable for cell
therapy and tissue engineering applications. STEM CELLS TRANSLATIONAL MEDICINE 2016;5:248 –257

SIGNIFICANCE

Adipose-derived mesenchymal stem cells (ASCs) are an appealing source of therapeutic progenitor
cells because of their multipotency, diverse cytokine profile, and ease of harvest via liposuction. Al-
ternative approaches to classical suction-assisted liposuction are gaining popularity; however, little
evidence exists regarding the impact of different liposuction methods on the regenerative function-
ality of ASCs. HumanASC characteristics and regenerative capacitywere assessedwhenharvested via
ultrasound-assisted (UAL) versus standard suction-assisted liposuction. ASCs obtained via UAL were
of equal quality when directly compared with the current gold standard harvest method. UAL is an
adjunctive source of fully functional mesenchymal stem cells for applications in basic research and
clinical therapy.

INTRODUCTION

Mesenchymal stem cells (MSCs) have recently
emergedasapromising therapeuticagentbecause
of theirmultilineage differentiation capacity, utility
in tissue engineering applications, and paracrine
support of tissue repair [1, 2]. Successful tissue

healing depends on a sufficient response to tissue
injury and ischemia [3].MSCs applied to a site of in-
jury areable toprovide regenerativegrowth factors
andcytokines, aswell as functionascellularbuilding
blocks for repair [4]. The regenerative potential of
MSCs can further be enhancedbyusing biomimetic
scaffolds for their application [5, 6].
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Adipose-derived mesenchymal stem cells (ASCs) are a particu-
larly interesting source for MSC-based therapy, because of their
relative abundance and ease of harvest from adipose tissue [7].
Moreover, ASCs have the ability to proliferate rapidly and secrete
high levels of proregenerative factors [8]. Encouragingpilot studies
using human ASCs in vivo have confirmed their ability to heal cal-
varial defects [9], as well as enhance vascularization of composite
ischemic tissue [10]. ASCs have several key advantages over other
MSCpopulations, such as bonemarrow-derivedMSCs (BM-MSCs),
including the decreasing number of BM-MSCs available with age,
the large volumes of bone marrow required, and the procedural
risks associated with bone marrow harvest [8, 11–13].

Liposuction is a safe and reliable method of obtaining ASCs,
but little is known about the effects of different liposuction tech-
niques on the regenerative abilities of ASCs. A new approach to
lipoaspiration, ultrasound-assisted liposuction (UAL), is gaining
popularity for its ability to improve the process of lipoaspiration,
by decreasing blood loss and tissue trauma [14]. During UAL, a
specialized probe or cannula is used that transmits ultrasound vi-
brations into the fat tissue [15]. The vibrations lead to emulsifica-
tion of the fat, making it easier to remove [16]. It has been
demonstrated that UAL-derived lipoaspirates contain viable adi-
pocytes and can be successfully used as fat grafts [17, 18]. How-
ever, certain lipoaspirationmethods can have detrimental effects
onASCs [19] and little evidence exists regarding the impact ofUAL
on harvested ASCs. Here we sought to determine whether har-
vesting via UAL compromises ASC plasticity and functionality.
After assessment of cell yield, viability, and metabolic activity,
we characterized the differentiation abilities of UAL- and SAL-
derived ASCs via osteogenic, adipogenic, and chondrogenic
induction in vitro. Next, we examined the regenerative gene ex-
pression of these cells and specifically determined their ability to
support neovascularization and cutaneous regeneration in vivo.
Collectively, this represents, to our knowledge, the first compre-
hensive and independent investigation of the functionality of
UAL-derived ASCs and their utility in regenerative medicine.

MATERIALS AND METHODS

Human ASC Isolation and Flow Cytometric Analysis

Human lipoaspirateswere collected fromhealthy, adult, female
patients with approval from the Stanford University institu-
tional review board. Paired specimens were collected using
UAL and SAL. Two lipoaspirate samples were harvested from
identical sites in each patient, with SAL being performed be-
fore UAL. SAL was performed using 3.0- to 5.0-mm hollow aspi-
ration cannulas and UAL was performed using a VASER Lipo
system (Solta Medical, Hayward, CA, http://www.solta.com)
with the following parameters: 2.9- to 3.7-mm solid probes
delivered energy at a vibration frequency of 36,000 Hz and a
wave amplitude ranging from 71 to 76 mm, translating into
5–12 W of vibratory power [20].

ASCs were isolated from samples of 3 patients who were be-
tween the ages 28 and 48 years, had no medical comorbidities,
and were undergoing elective liposuction of the abdomen, as de-
scribed previously [7]. Briefly, raw lipoaspirates werewashed and
treated with 0.075% collagenase type I (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, http://www.sigmaaldrich.com) in Hanks’ balanced salt solu-
tion (Cellgro, Manassas, VA, http://www.cellgro.com) for 1 hour
at 37°C in a water bath with gentle agitation at 125 rpm. The

collagenase digest was then inactivated by adding an equal
volume of standard cell culture growth medium (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) plus GlutaMAX [Invitrogen,
Carlsbad, CA, http://www.invitrogen.com], 10% fetal bovine se-
rum, and 1% penicillin/streptomycin). The stromal vascular frac-
tion (SVF) was pelleted by centrifugation at 300g for 5 minutes.
The supernatantwas thendiscarded, and thecell pelletwas resus-
pended and filtered through a 100-mmcell strainer to remove un-
digested tissue fragments. The cells were pelleted, resuspended,
and then fluorescence-activated cell sorting (FACS) was used to
obtain ASCs (defined as the CD452/CD312/CD34+ cell fraction)
using the following mouse anti-human monoclonal antibodies:
CD31-PE, CD45-PeCy7, and CD34-APC (BD Biosciences, San Jose,
CA, http://www.bdbiosciences.com). This surface-marker profile
was chosen to exclude hematopoietic and endothelial cells, and
was used in combinationwith propidium iodide to eliminate dead
cells [21]. FACS was performed using a BD FACSAria cell sorter
(BD Biosciences, San Jose, CA).

In Vitro ASC Metabolic Activity

Viability was compared between pooled ASCs freshly isolated via
FACS from UAL and SAL lipoaspirates (n = 3) using an MTT assay
for metabolic activity according to manufacturer’s instructions
(Vybrant MTT Cell Proliferation Assay Kit; Invitrogen). Cells were
seeded into 96-well plates at a density of 20,000 cells per well in
culture medium. Plates were incubated at 37°C and 5% CO2, and
cellularmetabolismwasevaluatedover7days. Theabsorbanceof
each well was determined using a microplate reader at 540 nm
(SpectraMAX 384 Plus; Molecular Devices Ltd., Sunnyvale, CA,
http://www.moleculardevices.com). All assays were done in
triplicate.

In Vitro Osteogenic Differentiation

Pooled ASCs freshly isolated via FACS from UAL and SAL lipoaspi-
rates (n = 3) were seeded in standard 6-well tissue culture plates
(1.0 3 105 cells per well) in triplicate and grown to at least 80%
confluence before being exposed to osteogenic differentiation
medium,which consisted of DMEM (1 g/l glucose) supplemented
with 10% fetal bovine serum, 1% penicillin/streptomycin,
100 mg/ml ascorbic acid, and 10 mM b-glycerophosphate. Alizarin
red staining was performed and quantified after 14 days to assay
extracellular mineralization, as previously described [19, 22].
Briefly, cells stained with Alizarin red were incubated with 2 ml
of a solution of 20% methanol and 10% acetic acid under gentle
shaking for 15 minutes at room temperature. Absorption of sam-
ples was measured at 450 nm using an Ultraspec 2100 Pro spec-
trophotometer (Biochrom Ltd., Cambridge, U.K., http://www.
biochrom.co.uk). Staining of all samples was performed in tripli-
cate, and all measurements were normalized to the total protein
content of a sister well seeded at equal density. Photometric
quantification of alkaline phosphatase staining was performed
after 7 days. ImageJ software (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, http://www.nih.gov) was used to binarize images
takenwith the samemicroscope settings. Intensity threshold val-
ues were set automatically and quantification of staining was
determined by pixel-positive area per high-power field, as
previously described [5]. Finally, gene expression of the osteo-
genic markers runt-related-transcription factor-2 (RUNX2),
osteopontin (OPN), and osteocalcin (OCN) was analyzed after
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14 days of differentiation by quantitative real-time polymerase
chain reaction (qRT-PCR).

In Vitro Adipogenic Differentiation

For adipogenic differentiation, pooled ASCs freshly isolated via
FACS fromUAL and SAL lipoaspirates (n = 3) were seeded in trip-
licate into standard 6-well tissue culture plates (1.53 105 cells
per well), and adipogenic differentiation medium consisting of
DMEM (1 g/l glucose), 10% fetal bovine serum, 1% penicillin/
streptomycin, 10 mg/ml insulin, 1 mM dexamethasone, 0.5 mM
methylxanthine, and 200 mM indomethacin was added after
cell attachment. Oil Red O staining was performed after
7 days of incubation and photometrically quantified analog to
alkaline phosphatase staining (described in the previous section).
Finally, expression levels of the adipogenic genes peroxisome
proliferator-activated receptor g (PPAR-g), fatty acid binding
protein 4 (FABP4), and lipoprotein lipase (LPL) were examined
at day 7 of differentiation by qRT-PCR.

In Vitro Chondrogenic Differentiation

Chondrogenic differentiation was performed using a commer-
cially available kit (StemPro Chondrogenesis Differentition Kit;
Life Technologies, CA, USA, http://www.thermofisher.com) per
manufacturer protocol. Pooled ASCs freshly isolated via FACS
from UAL and SAL lipoaspirates (n = 3) were resuspended in a
dense cell solutionof 1.63107 cells/ml, using fully supplemented
media. A 5-ml aliquot of the cell suspension was cultured in high
humidity conditions for 2 hours (n = 3). Subsequently, chondro-
genic differentiation medium was added to each well containing
the cellular micromass, and cultured for 2 weeks. Cell nodules
were then processed for cryosectioning, and were sectioned
and histologically stained for glycosaminoglycans, using Alcian
blue. Stained tissue was imaged at 310 magnification.

In Vitro Real-Time Quantitative PCR Analysis

Total RNA was harvested from cultivated cells using the RNeasy
Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, http://www.qiagen.com) accord-
ing to the manufacturer’s protocol. Reverse transcription was
performed and osteogenic, adipogenic, and regenerative gene
expression was examined by qRT-PCR using the Prism 7900HT
sequence detection system (Applied Biosystems, Foster City,
CA, http://www.appliedbiosystems.com) and SYBR Green PCR
Master Mix (Applied Biosystems). The amount of PCR product
was calculated using an external glyceraldehyde-3-phosphate de-
hydrogenase (GAPDH) standard curve and LightCycler software
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, https://lifescience.roche.
com). All values were normalized on the basis of the GAPDH ex-
pression in the corresponding samples. All experimentswere per-
formed in triplicate. Specific primers for thegenes examinedwere
based on their PrimerBank sequences (http://pga.mgh.harvard.
edu/primerbank) [19].

Animals

All mice were housed in the Stanford University Veterinary Ser-
vice Center in accordance with National Institutes of Health
and institution-approved animal care guidelines. All procedures
were approved by the Stanford University Administrative Panel
on Laboratory Animal Care.

In Vivo Excisional Wound Model

Eight 12-week-old nude male Crl:CD-1-Foxn1n mice (Charles River
Laboratories, Wilmington, MA, http://www.criver.com) were ran-
domized to 3 treatment groups: unseeded hydrogel control or
hydrogel seededwith pooled humanASCs freshly isolated via FACS
from UAL and SAL lipoaspirates from 3 donors. Pullulan-collagen
hydrogel was produced as described previously [5]. To achieve
capillary seeding, 2.5 3 105 human ASCs suspended in 15 ml of
phosphate-bufferedsaline (PBS) solutionwaspipettedontohydro-
phobicwaxpaperandthehydrogelwas immediatelyplacedontop.
Cells were absorbed actively into the pores of the scaffold by cap-
illary, hydrophobic, andentropic forces [6].Aspreviouslydescribed
[23], two 6-mm, full-thickness wounds per mouse were excised
from either side of the midline. Each wound was held open by
donut-shaped silicone rings fastenedwith6-0 nylon sutures topre-
ventwoundcontraction. Formice in theunseededhydrogelcontrol
group, a 6-mm piece of hydrogel saturated with PBS was placed in
each wound bed. For mice in the ASC-seeded hydrogel groups, a
6-mm piece of hydrogel seeded by capillary force with human ASCs
(suspended inPBS)wasplaced in thewoundbed.Allwoundswere
covered with an occlusive dressing (Tegaderm; 3M, St. Paul, MN,
http://www.3m.com). Digital photographs were taken on days 0,
3, 5, 7, 9, 11, 13, and 15.Wound area wasmeasured using ImageJ
software (National Institutes of Health) (n = 8wounds per group).

Assessment of Wound Vascularity

Vascularity of healed wounds was assessed by immunohistochem-
ical staining for the endothelial cell marker CD31 (n = 8wounds per
condition). Briefly, wounds from the excisional model were har-
vested upon closure and processed for paraffin sectioning. Immu-
nohistochemical staining of 7-mm-thick paraffin sections for CD31
wasusedtoquantifywoundvascularity, asdescribedpreviously [5].
Briefly, slides were deparaffinized, washed in PBS, and blocked in
a humidified chamber for 2 hours. Primary antibody (1:100 Rb a
CD31, Ab28364; Abcam, Cambridge, U.K., http://www.abcam.
com) was incubated overnight at 4°C, followed by secondary anti-
bodystaining (1:400AF547GtaRb;LifeTechnologies,GrandIsland,
NY, http://www.lifetechnologies.com). Cell nuclei were visual-
izedwith the nuclear stain 49,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI).
ImageJ software (National InstitutesofHealth)wasusedtobinarize
immunofluorescent images taken with the same gain, exposure,
andexcitation settings, aspreviouslydescribed [5]. Intensity thresh-
old values were set automatically and quantification of CD31 stain-
ing was determined by pixel-positive area per high-power field.

Statistical Analysis

All values are expressed asmean6 SEM. Statistical significance analy-
seswere performedusing a Student’s t test or one-way analysis of var-
iancewereindicated.TheprobabilityofatypeIerrorwassetata=0.05.

RESULTS

UAL Does Not Compromise ASC Yield, Viability or
Metabolic Activity

Initially, we assessed whether UAL-based harvesting reduces ASC
yield comparedwith SAL. On FACS analysis, we found the viability
(supplemental online Fig. 1) and frequencyofASCswithin adipose
tissue (defined by the percentage of CD452/CD312/CD34+ cells
within the SVF [24]) to be similar between groups (Fig. 1A, 1B).
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ASC viability was 74% 6 4.8% for SAL and 76% 6 8.2% for UAL
lipoaspirates. UAL lipoaspirates yielded a mean of 41% 6 4.2%,
and the mean SAL lipoaspirate yield was 45%6 1.7% ASCs. After
having established that fat tissue harvested viaUAL and SAL yield-
ed comparable amounts of progenitor cells, we next examined
the metabolic activity of isolated ASCs in vitro. Consistent with
our FACS results on viability, no difference in ASCmetabolic activ-
ity could be detected between UAL and SAL groups (Fig. 1C).

ASCs Harvested via UAL and SAL Have a Comparable
Osteogenic Differentiation Capacity

ASCs are increasingly being studied for skeletal regenerative
medicine applications [25]. Therefore, we characterized the os-
teogenic differentiation abilities of ASCs harvested either by SAL
or UAL. Consistent with previous studies [22], we found that

osteogenic differentiation capacity was not impaired in ASCs
harvested using third-generation ultrasound (Fig. 2). Examining
alkaline phosphatase expression after 7 days in osteogenic cul-
ture conditions revealed no significant differences between the
ASC groups (Fig. 2A). Investigating the mineralization of the ex-
tracellular matrix via Alizarin red staining on day 14 of osteo-
genic stimulation also demonstrated similar results across
samples (Fig. 2B). Osteogenic induction of ASCs over 14 days
not only resulted in phenotypic differentiation but also upregu-
lation of osteogenic gene expression. We assessed the levels of
the key osteogenic genes RUNX2, OPN, and OCN (Fig. 2C). Inter-
estingly, although both RUNX2 and OCN showed similar expres-
sion levels after 14 days of osteogenic stimulation, OPN was
expressed at significantly higher levels in ASCs harvested via
UAL (p, .05). This could imply that UAL-derived ASCs are an ad-
vantageous source for bone tissue engineering or therapeutic

Figure 1. UAL and SAL lipoaspirates yield similar amounts of ASCs with comparable viability. (A): Flow cytometric analysis evaluating the per-
centage of CD452 cells (top row) and ASCs (CD452/CD312/CD34+ cells; bottom row) within the SVF fromUAL and SAL lipoaspirates. (B):Quan-
tificationofCD452/CD312/CD34+ASCs inUAL- andSAL-derived SVF revealedno significant difference inASC yield across samples. (C):MTTassay
demonstratednosignificantdifference in cellularmetabolic activity.n=3.All dataaregivenasmean61SEM.Abbreviations:ASC, adipose-derived
mesenchymal stem cell; SAL, suction-assisted liposuction; SVF, stromal vascular fraction; UAL, ultrasound-assisted liposuction.
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approaches for bone regeneration. The minor morphological
difference between ASCs harvested via UAL and SAL and the
trend for increased mineralization in the UAL group (Fig. 2B)
may be additional hints for a slightly improved osteogenic pro-
file of these cells.

UAL and SAL Yield ASCs With Equal Adipogenic and
Chondrogenic Differentiation Capacity
Next, we examined in vitro adipogenic and chondrogenic differ-
entiation in ASCs harvested via UAL and SAL. Consistent with pre-
served stemness despite ultrasound exposure, UAL-harvested

Figure 2. UAL- and SAL-derived adipose-derived mesenchymal stem cells (ASCs) have comparable osteogenic lineage differentiation capac-
ities. (A, B): Representative images and quantification of alkaline phosphatase (A) and Alizarin red staining (B) following osteogenic differen-
tiationofUAL- and SAL-derivedASCs. (C):Real-timepolymerase chain reaction quantifying the expression of early (RUNX2), intermediate (OPN),
and late (OCN) osteogenicmarkers in UAL versus SAL ASCs in vitro. Scale bars = 100mm. n = 3. All data are given asmean6 1 SEM. ppp, p # .05.
Abbreviations: Alk phos, alkaline phosphatase; HPF, high-power field; OCN, osteocalcin; OPN, osteopontin; Phos, phosphatase; RUNX2, runt-
related transcription factor 2; SAL, suction-assisted liposuction; UAL, ultrasound-assisted liposuction.
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ASCs differentiated into the adipogenic and chondrogenic line-
age similar to ASCs harvested via SAL (Fig. 3). To characterize
the adipogenic potential of ASCs, we first exposed them to adipo-
genic differentiation medium for 7 days in vitro before staining
with Oil Red O. Comparing the staining intensity across groups
revealed no significant difference between ASCs derived from
UAL versus SAL lipoaspirates (Fig. 3A). Next, we compared the
gene expression of key adipogenic markers, such as PPAR-g,
FABP4, and LPL on day 7 after adipogenic induction. In contrast
to slight variations in osteogenicmarker expression, no significant
difference in adipogenic expressionprofiles couldbedetectedbe-
tweenUAL- and SAL-derived ASCs (Fig. 3B). Additionally, ASCs dif-
ferentiated from SAL and UAL groups exhibited histologically
similar formation of cartilagenous extracellular matrix under
chondrogenic differentiation on Alcian blue staining (Fig. 3C). In

aggregate, these data suggest that harvesting via UAL still allows
adipogenic and chondrogenic differentiation of human ASCs.

UAL and SAL ASCs Have Similar Regenerative Growth
Factor and Cytokine Expression Profiles

After assessing the plasticity of SAL and UAL ASCs, we next inves-
tigated the regenerative potential of these cells. Therefore, quan-
titative PCR (qPCR) was used to analyze gene expression of key
regenerative cytokines and growth factors (Fig. 4). ASCs from
SAL and UAL lipoaspirates were obtained using FACS, and col-
lected for RNA processing. Comparison of relative gene expres-
sion levels revealed no significant differences between the
groups for hepatocyte growth factor (Hgf), basic fibroblast
growth factor-2 (Fgf-2), stromal cell-derived factor 1 (Sdf-1),

Figure 3. UAL- and SAL-derived adipose-derived mesenchymal stem cells (ASCs) have equal adipogenic and chondrogenic lineage differenti-
ation capacities. (A):Representative images and quantification of Oil RedO staining following osteogenic differentiation of UAL and SAL derived
ASCs. (B): Real-time polymerase chain reaction quantifying the expression of selected adipogenic markers in UAL versus SAL ASCs in vitro. Scale
bar = 25mm. (C):Representative images of cryosectioned cartilagenous nodules differentiated fromUAL and SALASCs stainedusing Alcian blue.
No gross ormicroscopic differences could be appreciated. Scale bars = 100mm. n = 3. All data are given asmean6 1 SEM. Abbreviations: FABP4,
fatty acid binding protein 4; HPF, high-power field; LPL, lipoprotein lipase; PPAR-g, peroxisome proliferator-activated receptor g; SAL, suction-
assisted liposuction; UAL, ultrasound-assisted liposuction.
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and vascular endothelial growth factor (Vegf). However, there
was a significant difference in theexpressionofmonocyte chemo-
tactic protein 1 (Mcp-1) (p, .05), with higher levels in UAL ASCs
suggesting a potential advantage of these cells in leukocyte
chemotaxis [26].

Application of ASCs Harvested via UAL and SAL
Enhances Wound Healing

Studies fromour group and others have demonstrated the capac-
ity ofASCs to support tissue repair in vivo [6, 27, 28]. Todetermine
the therapeutic functionality of UAL-versus SAL-derived ASCs in
vivo, cell-seededhydrogels [6]were applied to apreviously estab-
lished model of murine cutaneous wound healing [6, 29] (Fig. 5).
We found that ASCs obtained via UAL and SAL displayed equal
therapeutic efficacy for cutaneous regeneration (Fig. 5A).
Wounds treated with both UAL- and SAL-derived ASC-seeded
hydrogels showed significantly improved healing rates as early
as day 3 compared with unseeded hydrogel controls (Fig. 5B),
and also had significantly faster wound closure times (11 and
11.6 days vs. 14.1 days; p, .01) (Fig. 5C). These findings suggest
that ASCs harvested via both SAL and UAL are fully functional in
therapeutic approaches for tissue cutaneous regeneration.

UAL- and SAL-Derived ASCs EnhanceWoundVascularity

Consistent with our results regarding in vivo regenerative func-
tionality, healed wounds in both ASC treatment groups displayed
significantly enhanced neovascularization compared with acellu-
lar scaffold controls (p, .05), with no significant differences be-
tween UAL and SAL groups (Fig. 6). These data confirm the
comparable regenerative potential of ASCs harvested via SAL
and UAL in vivo.

DISCUSSION

Stem cell research has led to remarkable advancements in the
fields of tissue engineering and regenerative medicine. In partic-
ular, adult MSCs have garnered increasing interest for their pos-
itive impact on tissue repair [30]. MSCs have shown sufficient
promiseand safety inpreclinical trials towarrant testing in human
patients [31]. Despite the promise of MSC-based therapies, clin-
ical translation has been slowed by the need to identify optimal
cell sourcing, processing, and delivery techniques [2].

Although BM-MSCs have been studied more extensively,
ASCs are an emerging stem cell population for basic science,
as well as translational and clinical research [32]. ASCs have
demonstrated efficacy in tissue engineering and regenerative
medicine applications [33]. Specifically, we have shown suc-
cessful treatment of critically sized calvarial defects in mice
with ASC-seeded, apatite-coated, poly(lactic-coglycolic acid)
scaffolds [9] and that ASC-seeded, pullulan-collagen biomi-
metic scaffolds accelerate murine cutaneous wound healing
and increase neovascularization [6]. Importantly, while com-
parable in their therapeutic efficacy [34], ASCs possess a signif-
icant clinical advantage over BM-MSCs with regard to their
relative abundance and ease of harvest from subcutaneous
adipose tissue [35].

The increasing clinical demand for liposuction procedures is
mirrored by the recent development of novel lipoaspiration
methods such as suction- or power-assisted, laser-assisted, and
ultrasound-assisted liposuction. These techniques were devel-
oped with the goal of achieving rapid tissue harvest, promoting
skin tightening, and minimizing harvest-site morbidity [15]. The
emergence of lipoaspirates as an important source of MSCs has
led to research exploring the effects of different liposuction tech-
niques on the harvested tissue. Given the wide variety of tech-
niques available for use in clinical practice, this research is
critically important to determine the suitability of tissue and cells
derived from lipoaspirate samples for regenerative medicine
purposes.

ASC viability is an important indicator of the damage inflicted
on adipose tissue during harvest. Keck et al. have shown that SAL
with 0.5-bar negative pressure leads to cell yield and viability
comparable to manual lipoaspiration [36]. Alternatively, laser-
assisted liposuction (LAL), which uses thermolysis to selectively
lyse adipocytes, has been shown to decrease ASC yield and viabil-
ity as compared with SAL [19]. In this study, we demonstrate that
UAL, using pulsed ultrasound energy to selectively emulsify sub-
cutaneous adipose tissue before aspiration [37], can be an effec-
tive method for harvesting ASCs with similar yield, viability, and
metabolic activity as comparedwith SAL and, consequently,man-
ual lipoaspiration. These data indicate the usefulness of UAL-
derived lipoaspirates and cells in basic research and clinical
applications.

The multilineage differentiation capacity of ASCs dictates
their value for tissue engineering. LAL has been shown to inhibit
ASC osteogenic gene induction and LAL-derived ASCs display
impaired ability to heal murine calvarial defects in vivo [19]. In
contrast, we found that OPN expression, an early marker of
osteogenic differentiation [38], was increased in UAL-harvested
ASCs as compared with those harvested by SAL. The slight in-
crease of OPN expression could result in a subtle effect on early
osteoblast development, which may lead to an advantage of
UAL-derived ASCs in bone tissue engineering and healing. This

Figure 4. UAL and SAL adipose-derived mesenchymal stem cells
(ASCs) display similar regenerative growth factor and cytokine ex-
pression.Quantitative polymerase chain reactionwasused toanalyze
gene expression for five different regenerative growth factors and cy-
tokines. ASCs harvested from SAL and UAL lipoaspirates demon-
strated comparable expression levels of Hgf, Fgf-2, Sdf-1, and Vegf.
A significant difference between the groups was detectable for
Mcp-1. n = 3. All data are given as mean6 1 SEM. p, p # .05. Abbre-
viations:Hgf, hepatocyte growth factor;Fgf-2, basic fibroblast growth
factor;Mcp-1,monocyte chemotactic protein 1; SAL, suction-assisted
liposuction; Sdf-1, stromal cell-derived factor 1; UAL, ultrasound-
assisted liposuction; Vegf, vascular endothelial growth factor.
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Figure 5. Application of adipose-derivedmesenchymal stem cells (ASCs) harvested via UAL and SAL equally improve excisional wound healing.
(A–C): Gross appearance (A), wound healing kinetics (B), and closing times (C) of humanized excisional murine wounds treated with hydrogel-
seededASCs harvested viaUALor SAL, or unseededhydrogel. n=8.p,p # .05. All data are given asmean61SEM.Abbreviations: CTRL, control;
SAL, suction-assisted liposuction; UAL, ultrasound-assisted liposuction.

Figure 6. UAL- and SAL-derived hASC-seeded hydrogel groups improve cutaneouswound vascular density. CD31 stainingwith 49,6-diamidino-
2-phenylindole (DAPI) confirmeda significant increase inneovascularization among thehASC-seededhydrogel groups. Scale bar =100mm.n=8.
p, p # .05. All data are given as mean6 1 SEM. Abbreviations: CTRL, control; HPF, high-power field; SAL, suction-assisted liposuction; UAL,
ultrasound-assisted liposuction.
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warrants further research using specific assays. However, besides
the minor alterations in expression profiles, no differences in
the other in vitro assays for osteogenic differentiation poten-
tial could be detected and, from this study, we can conclude
that both UAL- and SAL-derived ASCs are capable of osteogenic
differentiation.

While previous studies have shown that SAL-derived ASCs
have significantly higher expression levels of adipogenic dif-
ferentiation markers [36], there were no significant differ-
ences between UAL- and SAL-derived ASCs’ adipogenic gene
expression profiles. Similarly, we could not detect any disad-
vantage for UAL-derived ASCs in a qualitative chondrogenic
differentiation assay. These data suggest that UAL-harvested
ASCs retain their multipotency and have comparable efficacy
to SAL-derived ASCs for applications in tissue engineering.
However, further in vivo studies are needed to confirm the
full potential of UAL-harvested ASCs in hard and soft tissue
engineering.

Increasingly, ASCs are studied for their enhancement of tissue
regeneration [6]. Here, we show that UAL- and SAL-harvested
ASCs have similar regenerative gene expression profiles and
a comparable capacity for promoting cutaneous regeneration
in a preclinical model of wound healing. Additionally, healed
wounds treated with either UAL- or SAL-derived ASCs demon-
strated significantly upregulated neovascularization compared
with an unseeded-scaffold control group. These encouraging
findings identify UAL as a new method for obtaining therapeuti-
cally efficacious MSCs.

CONCLUSION

In this study, we evaluated the effect of UAL on adipose-derived
progenitor cell yield, viability, and functionality. We found
that UAL-harvested lipoaspirates contain similar numbers of
ASCs compared with SAL-derived samples. Furthermore, UAL-
derived ASCs are equally viable and have similar differentiation
capacities as SAL-harvested cells. Last, we could not show any

difference in therapeutic efficacy between UAL- and SAL-derived
ASCs in an in vivo model of tissue regeneration. In aggregate,
our data confirm UAL-derived lipoaspirates as a source of fully
functional ASCs able to satisfy important criteria for stem cell
applications in basic research and clinical therapy.
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1 

Supplemental Figure  

Figure S1. ASC viability in UAL and SAL lipoaspirates was assessed by propidium iodide (PI) 
Staining and FACS analysis. Viable cells are shown in percentage relative to total cell 
number. Evaluation of three independent donors. All data are means ± one SEM. * indicates 
p ≤ 0.05.  
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ZUSAMMENFASSUNG

Einleitung Mesenchymale Stromazellen sind aufgrund ihres 
regenerativen Potentials schon in zahlreichen Fachgebieten 
der Medizin im klinischen Einsatz. In der Plastischen Chirurgie 
stehen vor allem Fettstammzellen (Adipose derived stromal 
cells = ASCs) aus Lipoasopirat im Mittelpunkt der rezenten 
Forschung. Die Fähigkeit zur Ausschüttung von regenerativen 
Zytokinen ist der Schlüsselmechanismus im therapeutischen 
Einsatz von ASCs. Es sind zurzeit eine Vielzahl an Methoden 
und Geräten zur Lipoaspiratgewinnung in der klinischen An-
wendung. Bei den meisten dieser Geräte sind die Auswirkungen 
auf die regenerativen Eigenschaften der ASCs noch weitgehend 
ungeklärt. Ziel dieser Studie ist der Vergleich der Expression von 
wesentlichen regenerativen Zytokinen von ASCs, gewonnen 
mittels dreier Standardverfahren der Plastischen Chirurgie: 
Abdominoplastik, Suction assisted Liposuction (SAL) und Ul-
trasound assisted Liposuction (UAL).
Patienten und Methoden UAL und SAL Lipoaspirate wurden 
jeweils von 3 gesunden weiblichen Probanden gewonnen, be
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 vor eine Abdominoplastik an denselben Patienten durchgeführt 
wurde. ASCs wurden aus UAL und SAL Lipoaspiraten sowie aus 
den Abdominoplastikresektaten isoliert und die RNA-Expres-
sion von wichtigen regenerativen Zytokinen (HGF (hepatocyte 
growth factor), FGF-2 (basic fibroblast growth factor), MCP-1 
(monocyte chemotactic protein 1), SDF-1 (stromal cell-derived 
factor 1) und VEGF (vascular endothelial growth factor) ver-
glichen.
Resultate Es zeigte sich kein Unterschied hinsichtlich der 
Expression von HGF, FGF-2, SDF-1 und VEGF zwischen den 
einzelnen Proben, jedoch eine signifikant erhöhte Expression 
von MCP-1 in ASCs gewonnen aus UAL-Lipoaspirat.
Conclusio UAL stellt bezüglich Einfluss auf das ASC Expressi-
onsprofil von Schlüsselzytokinen der Gewebserneuerung eine 
mit SAL zumindest vergleichbare Methode dar. Sowohl UAL als 
auch SAL Lipoaspirate sind geeignet zur Gewinnung von funk-
tionellen ASCs vergleichbar mit minimal manipulierten Zellen 
aus Abdominoplastikresektaten.

ABSTR ACT

Introduction Mesenchymal stem cells are already used in 
numerous areas of medicine. In the field of plastic surgery, the 
main focus of recent research has been to utilise adipose-de-
rived stromal cells (ASCs), mainly harvested via liposuction. 
The ability to release regenerative cytokines is supposed to be

 the key mechanism for the therapeutic efficacy of ASCs. There 
are currently a variety of methods and devices in clinical use 
for harvesting lipoaspirate and consequently ASCs. For most of 
these devices, the effect on the regenerative cytokine profile 
of ASCs is unknown. The aim of this study is to compare the 
expression of key regenerative cytokines of ASCs derived by 
three standard procedures of plastic surgery: abdominoplas-
ty, suction-assisted liposuction (SAL) and ultrasound-assisted 
liposuction (UAL).
Patients and methods UAL and SAL lipoaspirates were ob-
tained from 3 healthy female volunteers before abdominoplas-
ty was performed in the same patients. ASCs were isolated 
from UAL and SAL lipoaspirates as well as from abdominoplasty 
resections and RNA expression of important regenerative cy-
tokines (HGF (hepatocyte growth factor), FGF-2 (basic fibro-
blast growth factor), MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1), 
SDF-1 (stromal cell-derived factor 1) and VEGF (vascular endo-
thelial growth factor) was compared.
Results There was no difference in the expression of HGF, 
FGF-2, SDF-1 and VEGF between the individual samples, but 
we were able to demonstrate significantly increased expression 
of MCP-1 in ASCs obtained from UAL lipoaspirate.
Conclusion UAL and SAL lipoaspirates are suitable for obtain-
ing functional ASCs and are comparable to minimally manipu-
lated cells from abdominoplasty resections.

Einleitung
Mesenchymale Stromazellen sind aufgrund ihres regenerativen 
Potentials schon in zahlreichen Fachgebieten der Medizin im kli-
nischen Einsatz [1, 2]. In der Plastischen Chirurgie stehen hierbei 
vor allem Fett-Stromazellen (Adipose derived stromal cells = ASCs) 
im Mittelpunkt der rezenten Forschung. Basierend auf ihren multi-
plen Differenzierungsmöglichkeiten zu beispielsweise Adipozyten, 
Chondrozyten, Osteoblasten, Myozyten, Neuronalzellen oder Kar-
diomyozyten [3–8], ihrer parakrinen Funktionen und ihrer relativ 
leichten Gewinnung im Rahmen der Fettabsaugung (= Liposucti-
on), stellen ASCs eine vielversprechende endogene Ressource zur 
Verbesserung und Erweiterung der rekonstruktiven und ästheti-
schen Möglichkeiten in der Plastischen Chirurgie dar [9]. So konn-
ten ASCs bereits in klinischen Studien eingesetzt werden, um Kno-
chen- oder Weichteldefekte zu beheben und um ischämische Zu-
stände zu reversieren [10–13]. Doch die für den therapeutischen 
Effekt so essentiellen parakrinen Funktionen bringen nicht nur Vor-
teile mit sich. Aufgrund der Zytokinausschüttung, die ein Schlüs-
selmechanismus für das regenerative Potential ist, wird auch eine 
potentielle Onkogenität des Lipotransfers diskutiert [14–16]. Auf-
grund der mangelnden Langzeit-Studienlage bezüglich des Zusam-
menhangs zwischen Lipofilling und des Auftretens von Tumor-Re-
zidiven, wird seine Anwendung für onkologische Rekonstruktionen 
in den meisten Ländern nicht empfohlen [16–19].

Um regenerative Zellen aus dem Lipoaspirat zu gewinnen, wird 
durch enzymatische oder nicht enzymatische Extraktionsverfah-
ren die sogenannte Stromal Vascular Fraction (SVF) isoliert. Diese 
heterogene Zellpopulation besteht aus Fibroblasten, Immunzellen, 

Prä-Adipozyten, Perizyten, Epithelzellen und, am wichtigsten für 
die regenerativen Eigenschaften, ASCs [7, 20]. Die SVF kann ent-
weder direkt zur Zelltherapie eingesetzt [21] oder weiter aufbe-
reitet werden, um in diesem Prozess mittels Zellkultivierung oder 
Durchflusszytometrie reine ASCs zu gewinnen [22–26]. Ihre thera-
peutische Wirkung entfalten ASCs durch die Sekretion einer Viel-
zahl von pro-regenerativen Faktoren, wie pro-angiogenetische und 
immunmodulierende Zytokine (VEGF, MCP1, etc.), wodurch sie in 
die Regelkreisläufe umliegender Zellen eingreifen können. Um eine 
therapeutisch wirksame Sekretion von regenerativen Zytokinen zu 
gewährleisten, muss eine ausreichende Funktionalität der trans-
plantierten Zellgruppen gesichert sein. Eine schonende Gewinnung 
und ist deshalb essentiell [2, 27–29].

Durch den intensiven Forschungsaufwand der letzten Jahrzehn-
te in dem Gebiet der Liposuction im Rahmen ästhetischer oder re-
konstruktiver Anwendungen wurden verschiedenste Methoden 
und Geräte zur Gewinnung, Aufbereitung und Transplantation ent-
wickelt [30]. Die traditionell verwendete Suction-assisted Liposuc-
tion (SAL), bei der das Fett nach Infiltration einer Tumeszenzlö-
sung unter Vakuum mittels Kanüle aus dem Gewebe gelöst wird, 
stellt noch immer den Goldstandard dar. Zusätzlich dazu entstan-
den komplexere Methoden, wie die primäre Verflüssigung der Fett-
zellen mittels Ultraschall (UAL) oder Radiofrequenz (RFAL), die Auf-
lockerung des Gewebes durch Laser (LAL), Wasser (WAL), die me-
chanische Zerstörung des Zellnetzwerkes (mechanisch assistierte 
Liposuction-MAL) oder die Lösung mittels Warmwassers und ge-
ringem Druck (Tissue Liquefaction Technique) mit nachfolgender 
Absaugung [30–34]. All diese Methoden dienen primär der Erleich-
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terung des Vorgangs der Fettabsaugung und einer Verminderung 
damit assoziierter Komplikationen und nicht einer größtmöglichen 
Überlebensrate der gewonnenen Zellen [33].

Die Fähigkeit der regenerativen Zytokinausschüttung ist einer 
der Schlüsselmechanismen im therapeutischen Einsatz von ASCs 
[35, 36]. Das Ziel dieser Studie ist der Vergleich von Expressions-
profilen von Schlüsselzytokinen der Gewebserneuerung wie HGF 
(hepatocyte growth factor), FGF-2 (basic fibroblast growth factor), 
MCP-1 (monocyte chemotactic protein 1), SDF-1 (stromal cell-de-
rived factor 1) und VEGF (vascular endothelial growth factor) in 
ASCs gewonnen mittels dreier Standardverfahren der Plastischen 
Chirugie: Abdominoplastik, Suction assisted Liposuction (SAL) und 
Ultrasound assisted Liposuction (UAL). Die Lipoaspiratentnahme 
erfolgte beim jeweils selben Patienten um die Varianz der Proben 
möglichst zu minimieren.

Patienten und Methoden
Nach positivem Votum der Ethikkommission (Protokoll # 2188) 
wurde mittels UAL und SAL Lipoaspirat von 3 gesunden, weibli-
chen Patienten (im Alter von 36–54 Jahren ohne bekannte Ko-Mor-

biditäten) gesammelt, welche sich freiwillig einem Eingriff zur Kör-
performung unterzogen. Als UAL-System wurde das „VASER Lipo 
System-Solta Medical, Hayward, CA, http://www.solta.com“ ver-
wendet. Dieses System arbeitet durch Abgabe von Vibrationen mit 
einer Frequenz von 36 000 Hz und einer Wellen-Amplitudenlänge 
von 71–76 mm, die in 5–12 Watt resultieren [37]. Zunächst erfolg-
te paraumbilikal eine Infiltration mit Kleinscher Lösung. Nach Ab-
warten einer ausreichenden Einwirkzeit wurde randomisiert jeweils 
seitlich paraumbilikal mittels UAL oder SAL eine kleine Menge Li-
poaspirat entnommen. Die Gewebsextraktion erfolgte in allen Fäl-
len mittels einer 5 mm Aspirationaskanüle und einem negativen 
Druck von ca. 700 mmHG. Es wurde jeweils nur genug Lipoaspirat 
für die Laboranalyse entnommen und der Großteil des Abdomens 
blieb von der Liposuction verschont, Im Anschluss an die Entnahme 
der Lipoaspiratproben erfolgte eine en block Gewebsexcision bei 
selbigen Probandinnen im Sinne einer Abdominoplastik.

SVF-Isolation
Zur Gewinnung der SVF aus dem Lipoaspirat wurde dieses im Rah-
men der enzymatischen Isolation [22] mit sterilem Phosphat-ge-
puffertem NaCl gewaschen, um Öl, Blut und Tumeszenz Rückstän-

▶Abb. 1 Gewinnung von Fettgewebe durch Abdominoplastik, SAL und UAL. Nach Isolierung der SVF werden durch FACS die ASCs sortiert 
und charakterisiert und anschließend auf deren Zytokinprofil überprüft. Abkürzungen: SAL – Suction assistierte Liposuktion, UAL – Ultraschall-as-
sistierte Liposuktion, SVF – Stromal Vascular Fraction, FACS – Fluorecence assisted Cell Sorting, ASC – Adipose Derived Stromal Cells
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de zu entfernen. Danach wurde das Fett mit Typ-II Kollagenase 
(Sigma-Aldrich; St. Lous, MO) in Medium 199 (Cellgro; Manassas; 
VA) in einem 37° Wasserbadschüttler mit 180 rpm für 30 Minuten 
gelöst. Die gesamte Mischung wurde bei 1500 rpm für 20 Minuten 
bei 4° zentrifugiert und der Überstand verworfen. Der zelluläre Be-
stand wurde mit Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM-In-
vitrogen; Carlsbad, CA) mit 10 % fetal bovine serum (FBS) versetzt, 
durch einen Zell Filter mit 100 µm Poren (Corning; Corning, NY) 
gefiltert und erneut mit 300 rpm für 15 Minuten gekühlt zentrifu-
giert. Der Überstand wurde erneut verworfen. Der übrige zelluläre 
Teil wurde mit einem Puffer zur Lysierung von roten Blutkörperchen 
versetzt und zentrifugiert, um die SVF zu gewinnen. Die durch Ab-
dominoplastik gewonnenen Proben wurden manuell in kleine Stü-
cke zerteilt. Das weitere Prozedere zur SVF Isolation war analog zur 
Gewinnung aus Lipoaspirat.

Durchflusszytometrie (Fluorescence-Activated Cell 
Sorting, FACS)
Unserer Arbeitsgruppe gelang es, in einer rezenten Studie zu de-
monstrieren, dass die Zellkultivierung einen signifikanten Effekt auf 
das Genexpressionsprofil von ASCs hat [38]. Um eine hohe trans-
lationale Relevanz zellbiologischer Studien gewährleisten zu kön-
nen, sollten daher primäre Zellen herangezogen werden. Dies res-
pektierend, wurden in der frisch gewonnenen SVF durch soforti-
ges Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) der ASC Bestandteil 
identifiziert und isoliert. ASCs wurden unter Verwendung von anti-
humanen, monoklonalen Maus-Antikörper CD31-PE, CD 45-PeCy7 
und CD34-APC (BD Biosciences; San Jose, CA) durch das Profil der 
Oberflächenmarker CD45-/CD31-/CD34+ [24, 28, 39] charakteri-
siert. Propidiumiod wurde verwendet, um tote Zellen zu markie-
ren. Die Analyse wurde mit Hilfe einer BD-FACSAria Maschine (BD 
Biosciences) durchgeführt (▶Abb. 1).

Real-Time Quantitative Polymerase Chain Reaction 
(qRT-PCR) Analyse
Direkt im Anschluss an die Isolierung durch FACS wurde die gesam-
te RNA der Zellen durch Verwendung des RNeasy Mini Kits (Qia-
gen, Valencia, CA, http://www.qiagen.com) nach dem vorgege-
benen Protokoll des Herstellers gewonnen. Reverse Transkription 
wurde durchgeführt und die regenerative Genexpression wurde 
durch qRT-PCR mit dem PRISM 7900HT Sequenz-Detektions-Sys-
tem (Applied Biosystems, Foster City, CA, http://www.applied-

biosystems.com) und SYBR Green PCR Master Mix (Applied Bio-
systems) untersucht. Die Menge an PCR-Produkten wurde durch 
Verwendung einer externen Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydro-
genase (GAPDH) Standard Kurve und der Software “LightCycler” 
(Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, https://lifescience.roche.com) 
ausgewertet. Alle Werte wurden auf Basis der GAPDH Expression 
in den Proben normalisiert. Alle Experimente wurden in Triplikaten 
durchgeführt. Die spezifischen Primer für die Genexpression wurde 
mit Hilfe einer Primer-Datenbank (http://pga.mgh.harvard.edu/
primerbank) wie in ▶Tab. 1 angeführt, konfiguriert.

Statistische Analyse
Die Daten werden als Mittelwert ± Standardabweichung angege-
ben. Die statistische Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism 
Software (GraphPad Software, Inc.). Der statistische Vergleich er-
folgte mittels ANOVA für wiederholtes Testen und die Korrektur 
der Alphafehler Kumulierung bei multipler Testung mittels Bon-
ferroni-Methode. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifi-
kant angesehen.

Resultate
Das regenerative Potential von ASCs wird hauptsächlich durch 
deren Zytokinexpression repräsentiert. Um die Fähigkeit zur Pro-
duktion von Schlüsselzytokinen der Gewebsregeneration nach der 
Extraktion von ASCs aus SAL, UAL und Abdominoplastikresektat 
zu vergleichen, wurden die Expressionsprofile von HGF, b-FGF-2, 
MCP-1, SDF-1, und VEGF analysiert.

UAL und SAL ASCs exprimieren Zytokine in ähnlicher 
Höhe wie ASCs aus Abdominoplastikresektaten
Die regenerativen Potentiale von SAL und UAL ASCs wurden in ak-
tuellen Studien mit ASCs aus en bloc resezierten Abdominoplastik-
präparaten als vergleichbar beschrieben [37, 40]. In Übereinstim-
mung mit diesen Daten konnte in unserer Evaluierung ebenfalls 
kein negativer Einfluss durch UAL und SAL auf Genexpressionspro-
file von ASCs dargestellt werden (▶Abb. 2 – ▶Abb. 6).

UAL bewirkt keine Reduktion der Expression von 
Schlüsselzytokinen der Gewebsregeneration
Es zeigte sich keine signifikante Reduktion der Expression von HGF, 
FGF-2, SDF-1, MCP-1 und VEGF in ASCs gewonnen aus UAL Lipoa-

▶Tab. 1 q-PCR Gene und Primer Sequenzen

Gene Forward Primer (5′–3′) Reverse Primer (5′–3′)

HGF 1 CTTCTGCCGGTCCTGTTG TCTTCTCTTCTTCTGTCCTTCTGC

FGF 2 ATGGCAGCCGGGAGCATCACCCACG TCAGCTCTTCCAGACATTGGAAG

MCP 1 ACTGAAGCTCGTACTCTC CTTGGGTTGTGGAGTGAG

SDF 1 TGAGGCCAGGGAAGAGTGAG GACACATGGCGATGAATGGA

VEGF GGAGATCCTTCGAGGAGCACTT GGCGATTTAGCAGCAGATATAAGAA

Abkürzungen: HGF = hepatocyte growth factor, FGF-2 = basic fibroblast growth factor, MCP-1 = monocyte chemotactic protein 1, SDF-1 = stromal 
cell-derived factor 1, VEGF = vascular endothelial growth factor)
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▶Abb. 2 Real time q-PCR Resultate für HGF. Es zeigt sich keine 
signifikant veränderte Expression zwischen Abdominoplastik, SAL 
und UAL Proben, HGF = Hepatocyte Growth Factor.

▶Abb. 3 Real time q-PCR Resultate für FGF2. Es zeigt sich keine 
signifikant veränderte Expression zwischen Abdominoplastik, SAL 
und UAL Proben, FGF-2, basic fibroblast growth factor.

▶Abb. 4 Real time q-PCR Resultate für MCP1. Es zeigt sich eine 
signifikant erhöhte Expression von MCP1 in UAL Proben; MCP1- 
monocyte chemotactic protein-1.

▶Abb. 5 Real time q-PCR Resultate für SDF1. Es zeigt sich keine 
signifikant veränderte Expression zwischen Abdominoplastik, SAL 
und UAL Proben, SDF1- stromal cell-derived factor-1.
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spirat verglichen mit SAL, mit dem Goldstandard der Liposuction, 
oder minimal manipulierten ASCs aus Abdominoplastikresektaten 
derselben Patienten (▶Abb. 2–6).

UAL ASCs sind durch eine signifikant erhöhte 
Expression von MCP-1 charakterisiert
Ein signifikanter Unterschied wurde in der Expression von MCP-1 
mit einer höheren Expression in den aus UAL gewonnenen ASCs 
festgestellt (▶Abb. 4, *p < 0,05). Dieses Ergebnis zeigt, dass das 
regenerative Zytokinprofil von UAL-ASCs nicht nur gleichwertig zu 
SAL-ASCs und Zellen aus Abdominoplastikresektaten ist, sondern 
belegt sogar die erhöhte Expression eines Botenstoffs in den durch 
UAL gewonnene Zellen.

Diskussion
In dem Bestreben, die Gewinnung von Lipoaspirat zu optimieren, 
wurden zahlreiche neue Methoden für die Fettabsaugung entwi-
ckelt. Manche von diesen erreichen eine Minimierung der negativen 
Effekte der Liposuction, wie Blutverlust und erleichtern den Eingriff 
durch Auflockerung des Gewebes [41–43]. Diese Vorteile für Arzt 
und Patient führten zu einer vermehrten Verbreitung neuartiger 
Liposuctionsmethoden in den letzten Jahren. So zeigt sich die tra-
ditionelle SAL-Technik rückläufig. Im Jahre 2011 wurden in den USA 
nur mehr 51,4 % aller Liposuctionen durch ein SAL-Gerät durchge-
führt, gefolgt von PAL (23 %) und einem immer größer werdenden 
Anteil an UAL (20,9 %) [44]. Aufgrund dieser Daten kann angenom-

men werden, dass bei bis zu einem Fünftel aller Lipofillings zuvor 
Fett mit einem UAL Gerät gewonnen wurde. Für eine möglichst 
erfolgreiche Fettransplantation ist eine Unversehrtheit des zellu-
lären Anteils des Lipoaspirats Voraussetzung [35, 45]. Besonders 
einflussreich auf das Überleben von Fetttransplantaten hat sich die 
Fraktion von mesynchymalen Stromazellen im Fett (ASCs) erwie-
sen [35]. Während Adipozyten das Gros des Volumens eines Fett-
transplantats stellen, haben die enthaltenen ASCs andere Funktio-
nen. Verschiedene Studien postulieren eine unterstützende Rolle 
durch eine mögliche Differenzierung zu Adipozyten oder eine In-
korporation in Blutgefäße durch Differenzierung in Endothelzellen 
[11, 46]. Die Evidenzlage verdichtet sich allerdings eher zuneh-
mend zugunsten einer proangiogenetischen Funktion von ASCs. 
Durch parakrine Signale helfen sie dem Fetttransplantat lokal bei 
der Neoangiogenese und somit dabei die initiale Ischämie bis zur 
Einheilung zu überstehen [47, 48].

In der aktuellen Literatur häufen sich Hinweise, dass sich einige 
Liposuctionsmethoden, wie z. B. LAL, schädlich auf die ASC-Funk-
tionen auswirken [28]. Neuere Methoden, wie die Tissue Liquifac-
tion Technik, wurden nur unzureichend in Bezug auf deren Effekt 
auf ASCs beleuchtet [31]. Die an Popularität zunehmende UAL-
Technik wurde bereits hinsichtlich Impact auf das regenerative Po-
tential der ASCs mit SAL ASCs verglichen und zeigte eine gleich-
wertige Viabilität und zelltherapeutische Funktionalität von ASCs 
[37]. Die therapeutische Wirkung entfalten ASCs durch die Sekre-
tion einer Vielzahl von pro-regenerativen Faktoren, wie pro-angio-
genetische und immunmodulierende Zytokine (MCP1 VEGF, etc.), 
wodurch sie in die Regelkreisläufe umliegender Zellen eingreifen 
können. Studien zeigten, dass dieses, für die therapeutischen Fä-
higkeiten so entscheidende, Zytokin-Profil durch mechanische Ma-
nipulation verändert werden kann [49, 50]. Bei allen Arten der Li-
posuction sind die Zellen signifikanten mechanischen Belastungen 
ausgesetzt, was potentiell Zellfunktionen beeinflusst. Deshalb ist 
einerseits eine möglichst minimale Manipulation der Zellen, durch 
Liposuktions-sowie durch Aufbereitungsmaßnahmen, und ande-
rerseits eine Geschlossenheit des Liposuktion-Injektions-Systems 
essentiell [51, 52]. Laut Konsensus der Deutschen Gesellschaft 
der Plastischen und Rekonstruktiven Chirurgie (DGPRÄC) bein-
haltet die minimale Manipulation Schneiden, Zentrifugieren, Fil-
tern, Separieren, Konzentrieren und das Reinigen im Operations-
saal [2]. Die Nutzung eines möglichst minimal manipulativen Ver-
fahrens ist für die Zulassung von automatisierten Methoden zur 
Zellgewinnung aus Fettgewebe Voraussetzung. Auch für die kli-
nische Anwendung von Zellpräparaten ist es wichtig sicherzustel-
len, dass durch Manipulationen während Gewinnung und Aufbe-
reitung von Progenitorzellen deren Möglichkeit zur Onkogenität 
möglichst hintangehalten wird.

Hinsichtlich der Expression der Zytokine HGF, VEGF, FGF-1 und 
SDF-1 konnten keine Unterschiede zwischen SAL, UAL und Abdomi-
noplastik-ASCs nachgewiesen werden. Nur MCP-1 zeigte eine sig-
nifikant höhere Expression in aus UAL-Proben gewonnenen ASCs. 
MCP-1, auch bekannt als CCL-2, wird eine Schlüsselrolle in einer 
Vielzahl von sowohl physiologischen als auch potentiell patholo-
gischen Zellsignalwegen zugeschrieben. Neben der schon früh er-
forschten und namensgebenden Eigenschaft, als chemotaktisches 
Molekül für Monozyten, T-Helfer-Zellen und Natürlichen Killer Zel-
len zu wirken und damit der Fähigkeit, maßgeblich die körpereigene 

▶Abb. 6 Real time q-PCR Resultate für VEGF. Es zeigt sich keine 
signifikant veränderte Expression zwischen Abdominoplastik, SAL 
und UAL Proben, VEGF, vascular endothelial growth factor.
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Entzündungsantwort zu steuern [53], zeigen aktuelle Publikatio-
nen eine Funktion sowohl in Wundheilung, als auch in der Entste-
hung von Fibrose und hypertrophen Narben [54–56]. Andere Stu-
dien zeigen gar eine signifikante Verlängerung der Wundheilung 
bei Fehlen von MCP-1 [57]. Ob und in wie fern eine vermehrte Ex-
pression von MCP-1 in UAL ASCs einen Vorteil für die Anwendung 
solcher Zellen für Wundheilungsapplikationen bringen würde, muss 
erst in gesonderten Studien untersucht werden.

Nicht nur die Liposuctionsmethode, sondern auch die indivi-
duelle Variabilität der Patienten kann Einfluss auf die klinische Ein-
setzbarkeit autologer ASCs haben [58]. So wurden zahlreiche Pa-
tienten-bezogene Faktoren beschrieben, die das regenerative Po-
tential von ASCs reduzieren. Bei z. B. alten Patienten oder Patienten 
mit Diabetes ist der therapeutische Nutzen von autologem Zellma-
terial durch eine deutlich verringerte regenerative Zytokinexpres-
sion stark limitiert [59, 60]. Auf Grund der Tatsache, dass vor allem 
alte Patienten mit diabetischen Wunden von Zelltherapien für rege-
nerative Zwecke profitieren würden, entfernt sich so mancher Ver-
suchsaufbau von der klinischen Praxis. Das in dieser Arbeit verwen-
dete Studiendesign, in dem an ein und demselben Patienten vorerst 
eine Fettabsaugung durch zwei unterschiedliche Methoden (SAL 
und UAL) und danach eine Abdominoplastik durchgeführt wird, er-
möglicht es den Probanden als deren eigene Kontrolle zu dienen. 
Somit können nicht nur die bereits nachgewiesenen beeinflussen-
den Faktoren als potentielle Parameter für vermindertes regene-
ratives Potential, sondern auch eventuell noch nicht als signifikant 
erwiesene individuelle Einflüsse ausgeschlossen werden, was die 
hier präsentierten Daten auf eine solidere Basis stellt.

Conclusio
UAL stellt bezüglich Einfluss auf das ASC Expressionsprofil von 
Schlüsselzytokinen der Gewebserneuerung eine mit SAL vergleich-
bare Methode dar. Sowohl UAL als auch SAL Lipoaspirate sind geeig-
net zur Gewinnung von funktionellen ASCs vergleichbar mit mini-
mal manipulierten Zellen aus Abdominoplastikresektaten.
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