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(54) VERFAHREN ZUR REINIGUNG MESENCHYMALER STAMMZELLEN
(57) Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur

Reinigung und Gewinnung einer mesenchymalen
Stammzellenpraparation aus Fettgewebe zum Auf-
spritzen von Gewebe umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen von Fettgewebe,

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

¢) Teilen des abzentrifugierten Fettes aus Schritt b)
und inkubieren von 30 bis 50%, vorzugsweise von
40%, des abzentrifugierten Fettes mit Kollagenase,
sowie weitere, Bindegewebe verdauende Enzyme,
bei 30° bis 45°C, vorzugsweise 30° bis 37°C, fur 10
bis 45 min, vorzugsweise flir 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 50% bis 70%,
vorzugsweise mit 60%, betragt.
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Zusammenfassung:

Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung
und Gewinnung einer mesenchymalen Stammzellenpréparation aus
Fettgewebe zum Aufspritzen von Gewebe umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen von Fettgewebe,

b) Trennen des Fettes von iiberschiissigem Wasser, 01 und/oder
Blut durch Zentrifugation,

c) Teilen des abzentrifugierten Fettes aus Schritt b) und
inkubieren von 30 bis 50%, vorzugsweise von 40%, des abzentrifu-
gierten Fettes mit Kollagenase, sowie weitere, Bindegewebe ver-
dauende Enzyme, bei 30° bis 45°C, vorzugsweise 30° bis 37°C, fiir
10 bis 45 min, vorzugsweise fiir 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¢), wobel der Anteil an unver-

dautem Fett 50% bis 70%, vorzugsweise mit 60%, betragt.
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Die vorliegende Erfindung betrifft ein Verfahren zur Her-

stellung einer mesenchymalen Stammzellenprédparation.

Das aus dem eigenen Fettdepot gewonnene Fett ist das natiir-
lichste Material, womit das Gesicht modelliert, verjlingt und die
Falten aufgefiillt werden kénnen. Die besondere Aufbereitung der
Fettzellen sowie geschickte Faltenunterspritzung mit Eigenfett
straffen das Gesicht mit und sorgen dabei in den meisten Fédllen

fir eine lang andauvernde Haltbarkeit der Behandlung.

Die Vorteile der Eigenfettunterspritzung sind die Allergie-
freiheit, Natiirlichkeit, keine Fremdkdrperreaktion, keine harten
Knoten, das Eigenfett steht in groffen Mengen zur Verfiigung - so-
mit lassen sich grdRere Gesichtsareale aufpolstern und ohne Mes-
ser liften. Die Haltbarkeit kann Jahrzehnte andauern, wenn man
die richtige Menge einspritzen lisst. Das Verfahren muss nach
heutigen Erkenntnissen mindestens 2-3 mal wiederholt werden, um
die langfristige Polsterung und Fillung zu erreichen. Bei einma-
liger Gabe bleibt lediglich etwa 10-20% Eigenfett angewachsen im
Kérper.

Es ist Aufgabe der vorliegenden Erfindung eine Pré&paration
zur Verfiigung zu stellen, die es ermdglicht, die Anzahl der kos-
metischen Eingriffe so gering wie méglich zu halten (idealerwei-
se ein, maximal zwei Eingriffe) und gleichzeitig das Anwachsen
von Eigenfett zu férdern und die Anwachsrate signifikant zu er-
hthen.

Die vorliegende Erfindung betrifft eiﬁ Verfahren zur Reini-
gung und Gewinnung einer mesenchymalen Stammzel lenpréparation
aus Fettgewebe zum Aufspritzen von Gewebe umfassend die Schrit-
te:

a) Bereitstellen von Fettgewebe,

b} Trennen des Fettes von lberschiissigem Wasser, 01 und/oder
Blut durch Zentrifugation,

c) Teilen des abzentrifugierten Fettes aus Schritt b) und
inkubieren von 30 bis 50%, vorzugsweise von 40%, des abzentrifu-
gierten Fettes mit Kollagenase bei 30° bis 40°C, vorzugsweise

bei 37°C, fiir 10 - 45 min, vorzugsweise fiir 20 bis 40 min,
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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 unver-
dautem Fett 50% bis 70%, vorzugsweise mit 60%, betrdgt.

Es hat sich iiberraschender Weise herausgestellt, dass eine
Stammzellenpraparation, welche mit diesem Verfahren hergestellt
wird, besonders gut geeigmet ist, um fir kosmetische Zwecke, wie
beispielsweise Falten- und Gewebsunterspritzungen, eingesetzt zu
werden. Ein entscheidender Schritt im erfindungsgemidfen Verfah-
ren ist, dass ein Teil des einem Patienten entnommenen Fettgewe-
bes unbehandelt, aber mit mesenchymalen Stammzellen angerei-
chert, demselben Patienten riickgefiihrt wird. D.h. einem Patien-
ten wird zunidchst Fettgewebe entnommen, mit dem erfindungsgemd-
Ren Verfahren weiterverarbeitet und schlieflich demselben Pati-
enten in Form eine Gewebs- oder Faltenunterspritzung wieder ver-
abreicht.

Durch die Tatsache, dass Fettgewebe mit mesenchymalen Starmm-
zellen angereichert wird, ist es méglich die Anzahl der Eingrif-
fe bei Gewebspolsterungen bzw. -unterspritzungen gering zu hal-
ten. Es hat sich gezeigt, dags in der Regel ein einzider Ein-
griff ausreichend sein kann, um den gewiinschten Effekt langfris-
tig zu erzielen. Mit herkémmlichen Verfahren konnte dieser lang-
fristige Effekt nicht erzielt werden, wodurch mehrere, unter Um-
stidnden, regelmiRige Eingriffe vonndten sind. Dieser langfristi-
ge Effekt ist vor allem darauf zurickzufihren, dass die erfin-
dungsgemédfe Prédparation einen erheblichen Anteil an unbehandel-
tem Fettgewebe aufweist, 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 herkoémmlichen Verfahren ist dies nicht méglich.

Es hat sich erfindungsgemdf ergeben, dass dieser vorteilhaf-
te Effekt auf das Teilungsverhdltnis von verdautem zu unverdau-
tem Fettgewebe zuriickzufithren ist. Es hat sich ndmlich gezeigt,

dass eine Stammzellenprédparation bei der weniger als 30% bzw.
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mehr als 50% des Ausgangsmaterials verdaut wird, nicht geeignet
ist um eine ausgewogene Menge an mesenchymalen Stammzellen be-
reit zu stellen, welche, vermengt mit der Restmenge an unverdau-
ten Fettgewebe, zu einer Stammzellenpriparation mit den gefor-
derten Eigenschaften fihrt.

Verfahren zur Bereitstellung von Fettgewebe sind dem Fach-
mann hinreichend bekannt. Fettgewebe kann beispielsweise durch
die verwendung von Kaniilen aus einem Patienten gewonnen werden.

Um die im Fettgewebe enthaltenen mesenchymalen Stammzellen
zu isolieren, ist es zu Beginn des Verfahrens von Vorteil, Blut-
reste, Ol, Wasser usw., das im, z.B., durch Aspiration gewonne-
nen Fettgewebe vorhanden ist, zu reduzieren bzw. zu entfernen.
Dieser Schritt ist zusdtzlich wvon Vorteil, um die Lagerstabili-
tit des Endprodukts zu erhéhen.

GemdR einer bevorzugten Ausfiihrungsform der vorliegenden Er-
findung wird die Zentrifugation in Schritt b) und d) bei 100 x g
bis 2000 x g, vorzugsweise 150 x g bis 1000 x g, durchgefiihrt.

Die Zentrifugationsgeschwindigkeit wird derart gewdhlt, dass
mesenchymale Stammzellen innerhalb der Probe nicht zerstdrt wer-
den.

Um eine angemessene Verdauung des Fettgewebes zu ermdglichen
wird Kollagenase zugesetzt. Die bei der Inkubation gemif Schritt
¢) eingesetzte Enzymmenge betrdgt vorzugsweise 0,1 bis 10 E/ml,
vorzugsweise 0,5 bis 5 E/ml, noch mehr bevorzugt mit 1 bis 3
E/ml, Kollagenase.

Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft eine
Stammzellenprdparation die nach dem erfindungsgeméfen Verfahren
erhdltlich ist.

Ein noch weiterer Aspekt der vorliegenden Erfindung betrifft
die Verwendung einer erfindungsgemffen Stammzellenpréparation
zur Faltenbehandlung, zur Unterspritzung von Gewebe, Regenerati-
on und lokale Verjiingung von Geweben, inklusive Regeneration des
Haarwurzelwachstum, sowle generelle, systemi-
sche Regenerationsbehandlungen.

Mit der erfindungsgemifen Priparation lassen sich sehr gut
die tiefen Falten, wie z.B Nasolabialfalten anheben, die Lippe
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vergrdfRern, Jochbein und Kinn vergréfern und sogar eingesunkene
Narben glitten.

Eigenfett ist das bevorzugte Material, wenn in Gewebeschich-
ten Volumen aufgebaut werden soll. Da Fett im Korper aber abge-
baut wird, bringt eine Unterspritzung mit Eigenfett oft ein we-
niger dauerhaftes Ergebnis als die Verwendung anderer Substan-
zen. Man kann aber davon ausgehen, dass nach ca. sechs Monaten
etwa die H&lfte des injizierten Fettes abgebaut ist. Deshalb
kénnen zwei bis drei Anschlussbehandlungen erforderlich werden,
um den erzielten Effekt auf Dauer konstant zu halten. Durch die
Verwendung des erfindungsgemdfen Praparats kénnen diese Nachtei-
le - wie bereits eingangs erwdhnt - beseitigt werden.

Aufgrund der hervorragenden Eigenschaften im Hinblick auf
die Anwachsrate des Fettgewebes und auf die damit einhergehende
Stabilitst des Fettgewebes am Applikationsort eigmet sich die
erfindungsgeméfle Priparation fiir ein kosmetisches Verfahren zur
Beseitigung und/oder Reduktion von Falten bei einem Patienten
umfassend den Schritt des Unterspritzens von Falten mit einer

- Stammzellenprdparation erhiltlich nach einem erfindungsgemdfien
Verfahren.

Das erfindungsgeméfe kosmetische Verfahren umfasst vorzugs-
weise zusdtzlich die folgenden Schritte:

i) Entnehmen von Fettgewebe aus einem Patienten,

ii) Durchfiihren der Schritte a) bis e) des erfindungsgemifien
Verfahrens zur Gewinnung einer mesenchymalen Stammzellenprapara—
tion aus dem Fettgewebe gemifs i) und

iii) Unterspritzen der Falten des Patienten mit der Stamm-
zellenpriparation gemdf ii).

Die gegenstdndliche Erfindung wird ferner durch die folgen-
den Beispiele eingehender illustriert.

BEISPIELE:

Beispiel 1:

Zundchst wurde mit 2 mm Absaugkaniilen (BD-60cc-Toomeys) das
Fettgewebe einer Patientin aus dem Oberschenkelbereich aspiriert
und in 50 ml Beh#lter eingebracht, die zum Zentrifugieren geeig-
net sind. Anschliefend wurde das Fettgewebe in den Behdltern bei
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3.000 U/min flir ca. 6 min zentrifugiert (Hettich-Tisch-
Zzentrifuge) . Dadurch konnte Wasser, Ol und Blut vom Fettgewebe
separiert werden,

Das mittels Zentrifugation erhaltene Fettgewebe wurde in
verschiedenen Verhdltnissen geteilt, wobei ein Verhdltnis 6:4
besonders gute Ergebnisse brachte.

Ein Teil des Fettgewebes (ca. 40%) wurde mit Kollagenase
(Serva-Collagenase Grad NB 6 in PBS-Losung) fir ca. 20 min bei
ca. 37°C unter leichtem Schiitteln angedaut. Die eingesetzte Men-
ge vom Enzym belief sich auf 3 IE pro ml anzudauendem Fettgewe-
bes.

Der restliche Teil des Fettgewebes (ca. 60%) wurde in der
Zwischenzeit als Matrix vorbereitet.

Zur Isolierung der Gewebsstammzellen:wurde das angedaute
Fett bei 3.000 U/min fiir ca. 6 min zentrifugiert. Das bei der
zentrifugation anfallende Pellet, welches die Stammzellen um-
fasst, wurde in PBS (,Phosphate Buffered Saline*; ,Phosphat-
gepufferte Salzl&sung"-Lésung) resuspendiert.

Um noch vorhandenes Restenzym zu entfernen, wurde das re-
suspendierte Pellet nochmals bei 3.000 U/min fir 6 min zentrifu-
giert. Das abgeschiedene Pellet umfassend die zu isolierenden
Stammzellen wurde wiederum in PBS resuspendiert.

Die resuspendierten Stammzellen wurden anschliefend mit dem
restlichen Teil des Fettgewebes (Matrix; ca. 60% der Ausgangs-
menge an Fettgewebe) vermischt und in diesem verteilt.

Die daraus hergestellte Matrix aus Eigenfett und Stammzellen

wurde anschliefend zur Brustvergrdferunyg eingesetzt.

Beispiel 2:

In einem Anwendetest wurden diverge mesenchymale Stammzel-
lenpraparationen die in unterschiedlicher Weise hergestellt wur-
den, bei 20 Teilnehmerinnen im Alter von 25 bis 60 Jahren zur
Vergréferung der Briiste eingesetzt. Die eingesetzten Stammzel-
lenpraparationen wurden gemaf Beispiel 1 hergestellt, wobel je-
ner Anteil des Fettgewebes, welcher mit Kollagenase verdaut wur-

de in 6 Pr#parationen variiert wurde. Bei Prédparation A wurden
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20 %, bei Praparation B 30%, bei Préparation C 40%, bei Prédpara-
tion D 50%, bei Priparation E 60% des von den Patientinnen ge-

wonnenen Fettgewebes mit Kollagenase versetzt und zur Zellgewin-
nung verwendet. Diese Prédparationen wurden aus dem Fettgewebe

von je 4 Patientinnen hergestellt und bei derselbigen zur Ver-

gréRerung der Briste eingesetzt. In den Abstédnden von 1 Woche, 3
Wochen, 5 Wochen, 3 Monate, wurden digitalisierte Aufnahmen von
den vergréfierten Briisten gemacht und die Ansicht und das Volumen
computerunterstiitzt ausgewertet. Die Ergebnisse sind in der fol-

genden Tabelle angefihrt.

Zeitpunkt ab Brustver- Praparation | Préiparation | Praparation | Praparation | Préparation
groflerung 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% 95-08% 96-98% 72-75%

Interessanterweise ergab sich eine optimale Volumserhaltung bei
Vorgehen nach Priparation C, wo also 40% des vorhandenen Fettes
zur Zellisolierung verwendet wurden, nicht etwa - wie eigentlich
zu erwarten gewesen widre - bei D und E, wo héhere Anteile des

.Fettgewebes zur Zellisolierung herangezogen wurden.
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Patentanspriche:

1. Verfahren zur Reinigung und Gewinnung einer mesenchymalen
Stammzellenpréparation aus Fettgewebe zum Aufspritzen von Gewehe
umfassend die Schritte:

a) Bereitstellen von Fettgewebe,

b) Trennen des Fettes von iiberschiissigem Wasser, 0l und/oder
Blut durch Zentrifugation,

c) Teilen des abzentrifugierten Fettes aus Schritt b) und
inkubieren von 30 bis 50%, vorzugsweise von 40%, des abzentrifu-
gierten Fettes mit Kollagenase, spwie weitere, Bindegewebe ver-
dauvende Enzyme, bei 30° bis 45°C, vorzugsweise 30° bis 37°C, fir
10 bis 45 min, vorzugsweise fir 20 bis 40 min,

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

e) Vermischen der isclierten Stammzellen aus Schritt d) mit
dem unverdauten Fett aus Schritt ¢), wobei der Anteil an unver-

dautem Fett 50% bis 70%, vorzugsweise-mit 60%, betrégt.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die
Zentrifugation in Schritt b) und 4} 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 gemif Schritt c¢) 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 durchgefithrt wird.

4. Stammzellenprdparation erh&ltlich nach einem Verfahren gemif

einem der Anspriiche 1 bis 3.

5. Verwendung einer Stammzellenpréparation nach Anspruch 4 zur
Faltenbehandlung, zur Unterspritzung von Gewebe, Regeneration
und lokale Verjiingung von Geweben, inklusive Regeneration des
Haarwurzelwachstum, sowie generelle, systemische Regenerations-

behandlungern.




6. Kosmetisches Verfahren zur Beseitigung und/oder Reduktion von
Falten bei einem Patienten umfassend den Schritt des Untersprit-
zens von Falten mit einer Stammzellenprédparation erh&ltlich nach

einem Verfahren gemdf einem der Anspriiche 1 bis 3.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass das
Verfahren die folgenden Schritte umfasst:

i) Entnehmen von Fettgewebe aus einem Patienten,

ii) Durchfiihren der Schritte a) bis e) des Verfahrens gemif
Angpruch 1 zur Gewinnung einer mesenchymalen Stammzellenprépara-
tion aus dem Fettgewebe gemdf i) und

iii) Unterspritzen der Falten des Patienten mit der Stamm-

zellenpriparation gemdfs ii).
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Patentanspriche:

1. Verfahren zur Reinigung und Gewinnung einer mesenchymalen
Stammzellenprdparation aus Fettgewebe zum Aufspritzen von Gewebe
unfassend die Schritte:

a) Bereitstellen von Fettgewebe,

b) Trennen des Fettes von iberschissigem Wasser, 0l 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, fir 10 bis 45 min, vorzugsweise fur
20 bis 40 min,

d) Isclieren ven mesenchymalen Stammzellen aus dem verdauten
Fett durch Zentrifugation,

e) Vermischen der isolierten Stammzellen aus Schritt d) mit
dem unverdauten Fett aus Schritt c}, wobeil der Anteil an unver-

dautem Fett 60% betrigt,

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, durchgefithrt wird.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet,
dass die Inkubation gemdB Schritt c¢) 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. Stammzellenpradparation erhdltlich nach einem Verfahren gemih

einem der Anspriche 1 bis 3.

5. Kosmetisches Verfahren zur Beseitigung und/oder Reduktion von
Falten bel einem Patienten umfassend den Schritt des Untersprit-
zens von Falten mit einer Stammzellenpréparation erhidltlich nach

einem Verfahren gemdB einem der Anspriiche 1 bis 3.
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