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(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur
Reinigung und Gewinnung einer mesenchymalen
Stammzellenpraparation aus Fetigewebe zum
Aufspritzen von Gewebe umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen von Fettgewsbe,

b) Trennen des Fettes von Uberschissigem
Wasser, Ol und/oder Blut durch Zentrifugation,

c) Teilen des abzentrifugierten Fettes aus Schritt
b) und inkubieren von 40% des
abzentrifugierten Fettes mit Kollagenase, sowie
weitere,  Bindegewebe verdauende Enzyme,
bei 30° bis 45°C, vorzugsweise 30° bis 37°C,
flr 10 bis 45 min, vorzugsweise fur 20 bis 40
min,

d) Isolieren von mesenchymalen Stammzellen aus
dem verdauten Fett durch Zentrifugation,

e) Vermischen der isolierten Stammzellen aus
Schritt d) mit dem unverdauten Fett aus Schritt
c¢), wobei der Anteil an unverdautem Fett 60%
betragt.
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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung einer mesenchymalen
Stammzellenpraparation.

[0002] Das aus dem eigenen Fettdepot gewonnene Fett ist das natlrlichste Material, womit das
Gesicht modelliert, verjingt und die Falten aufgefiillt werden kdnnen. Die besondere Aufberei-
tung der Fettzellen sowie geschickte Faltenunterspritzung mit Eigenfett straffen das Gesicht mit
und sorgen dabei in den meisten Fallen fir eine lang andauernde Haltbarkeit der Behandlung.

[0003] Die Vorteile der Eigenfettunterspritzung sind die Allergiefreiheit, Naturlichkeit, keine
Fremdkorperreaktion, keine harten Knoten, das Eigenfett steht in groRen Mengen zur Verfu-
gung - somit lassen sich grollere Gesichtsareale aufpolstern und ohne Messer liften. Die Halt-
barkeit kann Jahrzehnte andauern, wenn man die richtige Menge einspritzen lasst. Das Verfah-
ren muss nach heutigen Erkenntnissen mindestens 2-3 mal wiederholt werden, um die langfris-
tige Polsterung und Fiillung zu erreichen. Bei einmaliger Gabe bleibt lediglich etwa 10-20%
Eigenfett angewachsen im Korper.

[0004] In Yoshimura et al. (Aesth Plast Surg, 31, (2008), S. 48-55) werden Verfahren zur Brust-
vergroRerung geoffenbart, bei denen korpereigenes Fettgewebe verwendet wird. Dabei wird
zunachst Korperfett abgesaugt und halbiert. Aus einer Halfte des Fettgewebes wird die stroma-
vaskulare Fraktion, welche Stammzellen enthalt, gewonnen. Die aus dem Fettgewebe isolierten
Zellen werden schlieflich zur anderen Halfte des unbehandelten Fetts hinzugegeben.

[0005] In Yoshimura et al. (Dermatologie Surgery, 34 (2008), S. 1178-1185) und Sterodimas et
al. (Aesthetic Surgery Journal, 30, (2010), S. 78-81) wird ein vergleichbares Verfahren geoffen-
bart.

[0006] In US 2003/0161816 A1, WO 2008/013863 A2, WO 2005/042730 A2 und
WO 2003/084468 A2 werden Verfahren zur Isolierung von Zellen, inshesondere von Stammzel-
len aus Fettgewebe beschrieben.

[0007] Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine Praparatio zur Verfugung zu stellen, die
es ermoglicht, die Anzahl der kosmetischen Eingriffe so gering wie moglich zu halten (idealer-
weise ein, maximal zwei Eingriffe) und gleichzeitig das Anwachsen von Eigenfett zu férdern und
die Anwachsrate signifikant zu erhéhen.

[0008] Die vorliegende Erfindung betrift ein Verfahren zur Reinigung und Gewinnung einer
mesenchymalen Stammzellenpraparation aus Fettgewebe zum Aufspritzen von Gewebe um-
fassend die Schritte:

[0009] a) Bereitstellen von Fetigewebe,

[0010] b) Trennen des Fettes von lberschiissigem Wasser, Ol und/oder Blut durch Zentrifuga-
tion,

[0011] ¢) Teilen des abzentrifugierten Fettes aus Schritt b) und inkubieren von 40% des ab-
zentrifugierten Fettes mit Kollagenase, sowie weitere, Bindegewebe verdauende En-
zyme, hei 30° bis 45°C, vorzugsweise 30° bis 37°C, fur 10 bis 45 min, vorzugsweise
fiir 20 bis 40 min,

[0012] d) Isolieren von mesenchymalen Stammzellen aus dem verdauten Fett durch Zentrifu-
gation,

[0013] e) Vermischen der isolierten Stammzellen aus Schritt d) mit dem unverdauten Fett aus
Schritt ¢), wobei der Anteil an unverdautem Fett 60% betragt.

[0014] Es hat sich iiberraschender Weise herausgestellt, dass eine Stammzellenpraparation,
welche mit diesem Verfahren hergestellt wird, besonders gut geeignet ist, um fiir kosmetische
Zwecke, wie beispielsweise Falten- und Gewebsunterspritzungen, eingesetzt zu werden. Ein
entscheidender Schritt im erfindungsgemaflen Verfahren ist, dass ein Teil des einem Patienten

1/56



> dsteneichisches AT 509 071 B1 2011-06-15
l/ patentamt

entnommenen Fettgewebes unbehandelt, aber mit mesenchymalen Stammzellen angereichert,
demselben Patienten riickgefihrt wird. D.h. einem Patienten wird zunachst Fettgewebe ent-
nommen, mit dem erfindungsgemalen Verfahren weiterverarbeitet und schliellich demselben
Patienten in Form eine Gewebs- oder Faltenunterspritzung wieder verabreicht.

[0015] Durch die Tatsache, dass Fettgewebe mit mesenchymalen Stammzellen angereichert
wird, ist es mdglich die Anzahl der Eingriffe bei Gewebspolsterungen bzw. -Unterspritzungen
gering zu halten. Es hat sich gezeigt, dass in der Regel ein einziger Eingriff ausreichend sein
kann, um den gewinschten Effekt langfristig zu erzielen. Mit herkdmmlichen Verfahren konnte
dieser langfristige Effekt nicht erzielt werden, wodurch mehrere, unter Umstanden, regelmanige
Eingriffe vonnéten sind. Dieser langfristige Effekt ist vor allem darauf zuriickzufiihren, dass die
erfindungsgemile Praparation einen erheblichen Anteil an unbehandeltem Fetigewebe auf-
weist, welches mit mesenchymalen Stammzellen angereichert ist. Dies ermdglicht ein optimales
Anwachsen von Fettgewebe am Ort des Eingriffs, so dass mindestens 30%, in der Regel 50 bis
80%, des Fettgewebes am Applikationsort dauerhaft verbleiben. Mit herkémmlichen Verfahren
ist dies nicht moglich.

[0016] Es hat sich erfindungsgemal ergeben, dass dieser vorteilhafte Effekt auf das Teilungs-
verhaltnis von verdautem zu unverdautem Fettgewebe zuriickzufUhren ist. Es hat sich namlich
gezeigt, dass eine Stammzellenpraparation bei der weniger als 30% bzw. mehr als 50% des
Ausgangsmaterials verdaut wird, nicht geeignet ist um eine ausgewogene Menge an mesen-
chymalen Stammzellen bereit zu stellen, welche, vermengt mit der Restmenge an unverdauten
Fettgewebe, zu einer Stammzellenpraparation mit den geforderten Eigenschaften fihrt.

[0017] Verfahren zur Bereitstellung von Fettgewebe sind dem Fachmann hinreichend bekannt.
Fetigewebe kann beispielsweise durch die Verwendung von Kaniilen aus einem Patienten
gewonnen werden.

[0018] Um die im Fettgewebe enthaltenen mesenchymalen Stammzellen zu isolieren, ist es zu
Beginn des Verfahrens von Vorteil, Blutreste, Ol, Wasser usw., das im, z.B., durch Aspiration
gewonnenen Fettgewebe vorhanden ist, zu reduzieren bzw. zu entfernen. Dieser Schritt ist
zusatzlich von Vorteil, um die Lagerstabilitat des Endprodukts zu erhéhen.

[0019] Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Erfindung wird die Zentri-
fugation in Schritt b) und d) bei 100 x g bis 2000 x g, vorzugsweise 150 x g bis 1000 x g, durch-
gefihrt.

[0020] Die Zentrifugationsgeschwindigkeit wird derart gewahlt, dass mesenchymale Stammzel-
len innerhalb der Probe nicht zerstort werden.

[0021] Um eine angemessene Verdauung des Fettgewebes zu ermdglichen wird Kollagenase
zugesetzt. Die bei der Inkubation gemal Schritt ¢) eingesetzte Enzymmenge betragt vorzugs-
weise 0,1 bis 10 E/ml, vorzugsweise 0,5 bis 5 E/ml, noch mehr bevorzugt mit 1 bis 3 E/ml,
Kollagenase.

[0022] Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine Stammzellenpraparation die
nach dem erfindungsgemalen Verfahren erhaltlich ist.

[0023] Die erfindungsgemafie Stammzellenpraparation kann zur Faltenbehandlung, zur Unter-
spritzung von Gewebe, Regeneration und lokale Verjuingung von Geweben, inklusive Regene-
ration des Haarwurzelwachstum, sowie generelle, systemische Regenerationsbehandlungen
verwendet werden.

[0024] Mit der erfindungsgemaRen Praparation lassen sich sehr gut die tiefen Falten, wie z.B
Nasolabialfalten anheben, die Lippe vergroRern, Jochbein und Kinn vergroern und sogar
eingesunkene Narben glatten.

[0025] Eigenfett ist das bevorzugte Material, wenn in Gewebeschichten Volumen aufgebaut
werden soll. Da Fett im Kbrper aber abgebaut wird, bringt eine Unterspritzung mit Eigenfett oft
ein weniger dauerhaftes Ergebnis als die Verwendung anderer Substanzen. Man kann aber
davon ausgehen, dass nach ca. sechs Monaten etwa die Hélfte des injizierten Fettes abgebaut
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ist. Deshalb kénnen zwei bis drei Anschlussbehandlungen erforderlich werden, um den erziel-
ten Effekt auf Dauer konstant zu halten. Durch die Verwendung des erfindungsgemalen Prapa-
rats kénnen diese Nachteile - wie bereits eingangs erwéhnt - beseitigt werden.

[0026] Aufgrund der hervorragenden Eigenschaften im Hinblick auf die Anwachsrate des Fett-
gewebes und auf die damit einhergehende Stabilitat des Fettgewebes am Applikationsort eignet
sich die erfindungsgemaRe Praparation flir ein kosmetisches Verfahren zur Beseitigung
und/oder Reduktion von Falten bei einem Patienten umfassend den Schritt des Unterspritzens
von Falten mit einer Stammzellenpraparation erhéltlich nach einem erfindungsgeméfien Verfah-
ren.

[0027] Das erfindungsgeméalie kosmetische Verfahren umfasst vorzugsweise zuséatzlich die
folgenden Schritte:

[0028] i) Entnehmen von Fettgewebe aus einem Patienten,

[0029] ii) Durchfiihren der Schritte a) bis e) des erfindungsgemalen Verfahrens zur Gewin-
nung einer mesenchymalen Stammzellenpraparation aus dem Fettgewebe gemaR i)
und

[0030] iii) Unterspritzen der Falten des Patienten mit der Stammzellenpréparation gemaf ii).

[0031] Die gegenstandliche Erfindung wird ferner durch die folgenden Beispiele eingehender
illustriert.

BEISPIELE:

BEISPIEL 1:

[0032] Zunachst wurde mit 2 mm Absaugkaniilen (BD-60cc-Toomeys) das Fettgewebe einer
Patientin aus dem Oberschenkelbereich aspiriert und in 50 ml Behalter eingebracht, die zum
Zentrifugieren geeignet sind. AnschlieRend wurde das Fetigewebe in den Behaltern bei
3.000 U/min fiir ca. 6 min zentrifugiert (Hettich-Tisch-Zentrifuge). Dadurch konnte Wasser, Ol
und Blut vom Fettgewebe separiert werden.

[0033] Das mittels Zentrifugation erhaltene Fettgewebe wurde in verschiedenen Verhéltnissen
geteilt, wobei ein Verhaltnis 6:4 besonders gute Ergebnisse brachte.

[0034] Ein Teil des Fettgewebes (ca. 40%) wurde mit Kollagenase (Serva-Collagenase Grad
NB 6 in PBS-Ldsung) fur ca. 20 min bei ca. 37°C unter leichtem Schitteln angedaut. Die einge-
setzte Menge vom Enzym belief sich auf 3 IE pro ml anzudauendem Fettgewebes.

[0035] Der restliche Teil des Fettgewebes (ca. 60%) wurde in der Zwischenzeit als Matrix vor-
bereitet.

[0036] Zur Isolierung der Gewebsstammzellen wurde das angedaute Fett bei 3.000 U/min fir
ca. 6 min zentrifugiert. Das bei der Zentrifugation anfallende Pellet, welches die Stammzellen
umfasst, wurde in PBS (,Phosphate Buffered Saline"; ,Phosphatgepufferte Salzlosung"-Losung)
resuspendiert.

[0037] Um noch vorhandenes Restenzym zu entfernen, wurde das resuspendierte Pellet noch-
mals bei 3.000 U/min fir 6 min zentrifugiert. Das abgeschiedene Pellet umfassend die zu isolie-
renden Stammzellen wurde wiederum in PBS resuspendiert.

[0038] Die resuspendierten Stammzellen wurden anschliebend mit dem restlichen Teil des
Fettgewebes (Matrix; ca. 60% der Ausgangsmenge an Fettgewebe) vermischt und in diesem
verteilt.

[0039] Die daraus hergestellte Matrix aus Eigenfett und Stammzellen wurde anschlielend zur
Brustvergrofierung eingesetzt.
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BEISPIEL 2:

[0040] In einem Anwendetest wurden diverse mesenchymale Stammzellenpraparationen die in
unterschiedlicher Weise hergestellt wurden, bei 20 Teilnehmerinnen im Alter von 25 bis 60
Jahren zur VergréRerung der Briste eingesetzt. Die eingesetzten Stammzellenpraparationen
wurden gemal Beispiel 1 hergestellt, wobei jener Anteil des Fettgewebes, welcher mit Kollage-
nase verdaut wurde in 6 Praparationen variiert wurde. Bei Praparation A wurden 20 %, bei
Praparation B 30%, bei Praparation C 40%, bei Praparation D 50%, bei Praparation E 60% des
von den Patientinnen gewonnenen Fettgewebes mit Kollagenase versetzt und zur Zellgewin-
nung verwendet. Diese Préparationen wurden aus dem Fettgewebe von je 4 Patientinnen her-
gestellt und bei derselbigen zur Vergréflerung der Briiste eingesetzt. In den Abstdnden von 1
Woche, 3 Wochen, 5 Wochen, 3 Monate, wurden digitalisierte Aufnahmen von den vergroRer-
ten Bristen gemacht und die Ansicht und das Volumen computerunterstutzt ausgewertet. Die
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle angefiihrt.

Zeitpunkt ab Brustver- Praparation | Praparation | Praparation | Praparation | Praparation
grolRerung A B C D E

1 Woche(abz. Schwell.) 100% 100% 100% 100% 100%

5 Wochen 85-90% 98-100% 99-100% 100% 88-91%

3 Monate 70-78% 95-100% 98-100% 97-100% 80-83%
6 Monate 61-65% 89-95% 95-98% 96-98% 72-75%

[0041] Interessanterweise ergab sich eine optimale Volumserhaltung bei Vorgehen nach Prapa-
ration C, wo also 40% des vorhandenen Fettes zur Zellisolierung verwendet wurden, nicht etwa
- wie eigentlich zu erwarten gewesen ware - bei D und E, wo héhere Anteile des Fettgewebes
zur Zellisolierung herangezogen wurden.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Reinigung und Gewinnung einer nichtembryonalen mesenchymalen Stamm-
zellenpraparation aus Fettgewebe zum Aufspritzen von Gewebe umfassend die ex-vivo
Schritte:

a) Bereitstellen von Fettgewebe,

b) Trennen des Fettes von Uberschissigem Wasser, Ol und/oder Blut durch Zentrifugati-
on,

c¢) Teilen des abzentrifugierten Fettes aus Schritt b) und inkubieren von 40% des abzentri-
fugierten Fettes mit Kollagenase und gegebenenfalls mit weiteren Bindegewebe ver-
dauenden Enzymen, bei 30° bis 45°C, vorzugsweise 30° bis 37°C, flur 10 bis 45 min,
vorzugsweise fiir 20 bis 40 min,

d) Isolieren von mesenchymalen Stammzellen aus dem verdauten Fett durch Zentrifugati-
on,

e) Vermischen der isolierten Stammzellen aus Schritt d) mit dem unverdauten Fett aus
Schritt ¢), wobei der Anteil an unverdautem Fett 60% betragt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Zentrifugation in Schritt
b) und d) bei 100 x g bis 2000 x g, vorzugsweise 150 x g bis 1000 x g, durchgefiihrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Inkubation gemaf
Schritt ¢) mit 0,1 bis 10 E/ml, vor- zugsweise 0,5 bis 5 E/ml, noch mehr bevorzugt mit 1 bis
3 E/ml, Kollagenase durchgefiihrt wird.

4. Stammzellenpraparation erhaltlich nach einem Verfahren gemaf einem der Anspriche 1
bis 3.

5. Kosmetisches Verfahren zur Beseitigung und/oder Reduktion von Falten bei einem Patien-
ten umfassend den Schritt des Unterspritzens von Falten mit einer Stammzellenpraparation
erhaltlich nach einem Verfahren gemald einem der Anspriiche 1 bis 3.

Hierzu keine Zeichnungen
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