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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die Regenerative Medizin stellt ein multidisziplinarisches Forschungsgebiet dar, bei dem
ingenieur- und naturwissenschaftliche Verfahren auf medizinischen Fragestellungen
anwendet werden. Das Ubergeordnete Ziel der Regenerativen Medizin ist die
Rekonstruktion sowie der Ersatz von fehlendem oder geschadigtem Gewebe durch die
Verwendung von Zellsuspensionen, Biomaterialien oder Tissue Engineering Produkten.
Far die Herstellung solcher Gewebekonstrukte ist zunachst die Zellisolierung erforderlich,
an die sich die in-vitro-Kultivierung der Zellen in oder auf einem geeigneten Scaffold
anschlie3t bevor diese dem Patienten implantiert werden konnen. Ein weiteres
Anwendungsgebiet solcher artifiziellen Gewebe sind die in-vitro-Testsysteme, die fur die
Testung der Biokompatibilitdt verschiedener Materialien sowie Medikamente und
kosmetischer Produkte Verwendung finden. Die nicht invasive Uberpriifung solcher
Konstrukte wahrend der in-vitro-Reifung oder nach der Implantation in vivo ist sehr
wichtig, um die Eigenschaften des Implantats evaluieren zu kdnnen. Allerdings bedingen
die traditionellen Analysemethoden wie beispielsweise die Histologie, Immun-
histochemie oder Biochemie eine invasive Veranderung des Konstrukts, die in dessen
Zerstorung resultiert. Die Raman-Spektroskopie ist ein optisches Verfahren, das auf der
unelastischen Streuung von Laserphotonen durch molekulare Schwingungen basiert und
die Moglichkeit bietet, lebende Zellen nicht invasiv in situ oder in vivo zu analysieren.

Das Ziel dieser Arbeit war es, das Potential der Raman-Spektroskopie fir die nicht
invasive Unterscheidung verschiedener primarer Zelltypen sowie fur die Detektion
wichtiger zellularer Eigenschaften wie beispielsweise des Differenzierungszustands und
pathologischer Veranderungen aufgrund langer in-vitro-Kultivierungszeiten zu
Uberprifen. AulRerdem wurde die Charakterisierung der extrazelluldaren Matrix des
Knorpels und des Knochens angestrebt.

Es konnte gezeigt werden, dass sich primare, humane Fibroblasten, Keratinozyten und
Melanozyten nicht invasiv anhand ihrer Raman-Spektren unterscheiden lassen. Darlber
hinaus ist die Unterscheidung primarer und in vitro modifizierter Keratinozyten durch
Raman spektroskopische Untersuchungen moglich. Diese Ergebnisse sind besonders fir
die Herstellung artifizieller Haut und in-vitro-Hauttestsysteme relevant, bei denen sowohl
die Biopsie als auch das Konstrukt aus mehreren Zelltypen besteht. Neben der
Charakterisierung von Hautzellen spielte die Raman spektroskopische Analyse von
Knochenmarksstammzellen eine wichtige Rolle, da diese Zellen eine wichtige Zellquelle
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far Anwendungen der Regenerativen Medizin darstellen. Eine grol3e Herausforderung bei
der Verwendung solcher Stammzellen ist die Sicherstellung einer reinen Zellpopulation
und der Ausschluss einer Kontamination mit Fibroblasten. Daher wurden beide Zelltypen
sowohl mit Hilfe herkdmmlicher Analysemethoden als auch Raman spektroskopisch
untersucht. Obwohl ein in-vitro-Differenzierungsassay die multipotenten Eigenschaften
der Stammzellen aufgezeigt hat, sind die langen Kultivierungszeiten der grofe Nachteil
dieser Methode. Im Gegensatz dazu konnte gezeigt werden, dass die Raman-
Spektroskopie eine zlgige Unterscheidung von Fibroblasten und Stammzellen
ermdglicht und somit eine effiziente Methode fur die Detektion einer Kontamination von
Stammzellkulturen mit Fibroblasten ist.

Des Weiteren wurden sowohl die extrazellulare Matrix als auch die Zellen des
Gelenkknorpels Raman spektroskopisch untersucht, da dieses Gewebe ein wichtiges
Anwendungsgebiet der Regenerativen Medizin ist. Die Unterscheidung primarer
Chondrozyten von Zellen der korrespondierenden Zelllinie (SW1353) war aufgrund ihrer
Raman-Spektren moglich. AuRBerdem wurde der Differenzierungsstatus der
Chondrozyten, der durch die Veranderungen der Expression typischer extrazellularer
Matrixproteine beschrieben wird, anhand der Raman-Spektren detektiert und durch
immunzytologische Farbungen bestatigt. Die zonale Struktur des Knorpels, die sich vor
allem in die kollagenreiche Superfizialzone sowie die proteoglykanreiche Radiarzone
unterteilt, konnte durch Unterschiede der jeweiligen Raman-Spektren identifiziert werden.
Zusatzlich bestatigten histologische Farbungen diese spektroskopischen Resultate. Um
die Metastasierung von Krebszellen und die Kanzerogenese in Knochengewebe
untersuchen zu kdnnen, wurde eine in vitro synthetisierte Modellmatrix entwickelt. Damit
bestimmt werden kann, inwiefern die Zusammensetzung dieser artifiziellen Matrix mit der
des nativen Knochens Ubereinstimmt, wurden beide Gewebe Raman spektroskopisch
untersucht. Es zeigte sich, dass die Modellmatrix die nattirliche Situation des Knochens
zufriedenstellend widerspiegelt, da beide Spektren strukturell sehr ahnlich waren. Im
Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Raman-Spektroskopie eine
vielversprechende Methode flr die Charakterisierung von Einzelzellsuspensionen und
Tissue Engineering Konstrukten ist, da sowohl verschiedene zellulare Eigenschaften als
auch die extrazellulare Matrix nicht invasiv analysiert werden konnen. Daher ist dieses
Verfahren ein aussichtsreiches Werkzeug flr die nicht invasive in situ Qualitatskontrolle

far Anwendungen der Regenerativen Medizin.
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Abstract

Regenerative Medicine is a multidisciplinary field that combines engineering, physical
and biological sciences and medicine with the overall goal to restore or to replace
damaged tissues or organs. In order to reach this goal there are several strategies
such as the application of cell suspensions or biomaterials. Furthermore the use of
tissue engineering constructs, which are produced by a combination of both cells and
scaffolds, is a more sophisticated approach. Therefore, it is necessary to isolate cells
from the patient that are cultured together with the scaffold in vitro before this
construct can be implanted into the patient. Other application fields of tissue
engineered products are in vitro test systems to test the biocompatibility of materials,
drugs and cosmetic products.

Non-invasive monitoring of such engineered tissues during their in vitro maturation or
post implantation in vivo is relevant for graft evaluation. However, traditional methods
for analysing cell and matrix components in tissue engineered constructs such as
histology, immunohistochemistry or biochemistry require invasive tissue processing,
resulting in the need to sacrifice these constructs. Raman spectroscopy is an optical
technique based on inelastic scattering of laser photons by molecular vibrations,
which offers the possibility to study living cells non-invasively in situ and in vivo and
to discriminate cell populations based on their specific biochemical fingerprint.

The aim of this study was to determine the applicability of Raman spectroscopy for
the non-invasive spectral separation of several primary cell types as well as the
identification of key cellular characteristics including differentiation state and
pathological changes due to prolonged in vitro cultivation times. Furthermore, the
characterization of the extracellular matrix composition of cartilage and bone by
Raman spectroscopy was aimed.

Interestingly, it was shown that it is possible to non-invasively distinguish between
primary human fibroblasts, keratinocytes and melanocytes. Additionally, the
discrimination between primary and in vitro modified keratinocytes by their Raman
spectra was successful. These findings are especially relevant for the production of
artificial skin and for the engineering of in vitro skin models, where both the biopsy
and the transplant consist of several cell types.

As bone-marrow mesenchymal stem cells (BM-MSC) are a promising cell source for
regenerative medicine, this cell type was also analyzed by Raman spectroscopy. One
challenge is to determine whether isolated BM-MSC populations are free of



1. Zusammenfassung

contaminating fibroblasts. It was aimed to discriminate these two cell types by
traditional methods and Raman spectroscopy. Although in vitro differentiation assays
revealed the multipotent character of BM-MSCs in contrast to fibroblasts, long culture
periods are disadvantageous. Raman spectroscopy allows the discrimination
between BM-MSCs and fibroblasts and thus it is a sufficient method for the rapid
detection of fibroblastic contaminations in BM-MSC cultures.

Further investigations focussed on the potential of Raman spectroscopy to
characterize cartilage ex vivo, in situ. Raman spectra were able to discriminate
primary chondrocytes and cells from the immortalized counterpart (SW1353).
Moreover, the differentiation status of chondrocytes, described by changes in the
expression of typical extracellular matrix proteins, was detectable by Raman
spectroscopy and confirmed by immunohistological stainings. Furthermore, the zonal
structure of cartilage sections was measurable by identifying differences between the
Raman spectra of the majorly collagen containing superficial zone and the
proteoglycan-rich middle/deep zone of native cartilage. These findings were also
confirmed by histological staining.

The composition of an in vitro synthesized bone matrix, which should serve as a
model to study cancer metastasis and carcinogenesis, was analyzed by Raman
spectroscopy. The comparison of both native bone and the model matrix showed that
the matrix adapts the in vivo situation satisfactorily due to similar pattern in the
Raman spectra.

In conclusion, Raman spectroscopy is a capable technology for the characterization
of cell suspensions and tissue engineered constructs as several cellular and
extracellular matrix properties are detectable by just one non-invasive measurement.
Therefore, it is a promising tool for the non-invasive in situ quality control in

regenerative medicine applications.
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2. Einleitung, Motivation und Zielsetzung
Dieser Abschnitt dient dazu einen Uberblick iiber das Thema, die Motivation sowie

das daraus resultierende Ziel dieser Arbeit zu erhalten.

2.1.Einleitung und Motivation

Die erfolgreiche Therapie von Organversagen sowie grol’er Gewebedefekte stellt
nach wie vor eine groRe Herausforderung der Medizin dar. Sowohl die
Rekonstruktion als auch Transplantation sind potentielle Behandlungsstrategien, die
allerdings logistisch aufwendig und sehr kostenintensiv sind. Ferner resultieren diese
Therapien haufig in immunologischen Reaktionen und kénnen zur Ubertragung von
Infektionen flhren. Aus diesen Grinden mussen neue Behandlungsmethoden
etabliert werden.

Der Einsatz von Biomaterialien und Zellen zur Unterstutzung der Regeneration der
kranken oder verletzen Regionen sowie die Implantation von artifiziellen Organen
und Geweben stellen potentielle Ldsungsansatze dar und werden in den
Forschungsbereich der Regenerativen Medizin eingeordnet. Das Feld der
Regenerativen Medizin beschaftigt sich ganz allgemein mit den fir den Menschen
wichtigen Bereichen Trauma, Alterung und Krankheit.

Um sicherstellen zu koénnen, dass solche Konstrukte einheitliche Qualitaten
aufweisen und den vorgeschriebenen Spezifikationen entsprechen, missen die
Herstellprozesse standardisiert sein. Mittlerweile ist europaweit entschieden worden,
dass alle in vitro hergestellten Gewebe wie pharmakologische Wirkstoffe zu
behandeln sind, d.h. alle Herstellverfahren ein Zulassungsverfahren gemafl dem
Arzneimittelgesetz durchlaufen missen [1].

Potentielle Risiken wahrend der Herstellung solcher artifiziellen Gewebe oder Organe
stellen beispielsweise pathologische Veranderungen der Zellen aufgrund untypischer
Kultivierungsbedingungen, das Absterben der Zellen innerhalb eines Konstrukts
aufgrund schlechter Sauerstoff- und Nahrstoffversorgung sowie der Einsatz von mit
anderen Zelltypen kontaminierten Zellpopulationen dar. Die Qualitatskontrolle dieser
Konstrukte spielt somit eine wichtige Rolle und ist ein erforderlicher Prozessschritt
innerhalb des Produktionsprozesses von Produkten der Regenerativen Medizin.
Herkdbmmliche Verfahren, wie die Histologie sowie biochemische oder
molekularbiologische Methoden, die fiir die Uberpriifung der Konstrukteigenschaften

angewendet werden, sind invasiv und bedingen die Prozessierung der Konstrukte.

5
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Daher werden typischerweise zwei identische Konstrukte hergestellt, wobei ein
Konstrukt der Charakterisierung dient und das zweite Konstrukt dem Patienten
implantiert wird. Dadurch besteht ein gewisses Restrisiko fur den Patienten, da
lediglich angenommen wird, dass beide Konstrukte identische Eigenschaften
besitzen. Die Implementierung einer nicht invasiven Charakterisierungsmethode fur
die Uberpriifung der Qualitat wiirde sowohl einen zeitlichen als auch wirtschaftlichen
Vorteil bringen. Ferner wirde die Analyse des zu implantierenden Konstrukts maglich
werden, wodurch das Risiko fur den Patienten sinkt, ein ungeeignetes Transplantat
zu erhalten.

Die Raman-Spektroskopie ist eine nicht invasive Analysemethode die auf der
unelastischen Streuung von Licht an Molekulen unter der Verwendung von
geeigneten Lasern beruht, wodurch die Charakterisierung von Molekulen einer Probe
moglich ist. Die daraus resultierenden Raman-Spektren enthalten sogenannte
biochemische Fingerabdricke, die Informationen Uber Zell- und Matrixbestandteile
beinhalten. Daher ist eine Unterscheidung verschiedener Zelltypen aufgrund ihrer

Phanotyp-spezifischen Raman-Spektren mdglich.

2.2.Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer nicht invasiven, d.h. markerunabhangigen,
berihrungs- und zerstérungsfreien Analysemethode flur die medizinischen Diagnostik
als auch fur die Qualitdtskontrolle von Produkten der Regenerativen Medizin. Die
Implementierung der Raman-Spektroskopie als Diagnostikwerkzeug wirde in einem
schnelleren Analyseprozess der jeweiligen Produkte resultieren. Daher sollte
innerhalb dieser Arbeit, das Potential der Raman-Spektroskopie sowohl fir die
zellulare Charakterisierung als auch zur Analyse der extrazellularen Matrix Gberpruft
werden. Insbesondere wurden Fragestellungen aus dem Bereich der
Qualitatskontrolle und des Monitorings von Produkten der Regenerativen Medizin
behandelt. Der Fokus lag dabei zunachst auf der Unterscheidung verschiedener
primarer Zelltypen sowie der Abgrenzung von primaren Zellen und Zellen der
korrespondierenden Zelllinien. Ferner wurde der Differenzierungszustand von
Chondrozyten Raman spektroskopisch analysiert, der eine wichtige Rolle bei in vitro
produzierten Knorpeltransplantaten spielt. Grundsatzlich wurden schrittweise die
Grenzen der Raman-Spektroskopie als Analysewerkzeug ausgetestet, indem Zellen

vermessen wurden, deren Unterscheidungsmerkmale immer geringer waren (siehe
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Abbildung 2-1). An diese zellulare Charakterisierung sollte sich die Analyse der
extrazellularen Matrix von Knorpel- und Knochengewebe anschlielfen, da diese
zusatzlich eine wichtige Rolle in der Diagnostik sowie in der Qualitdtskontrolle von
Tissue Engineering Konstrukten spielt. Dabei lag der Fokus auf der Detektion der
zonalen Struktur des Knorpelgewebes sowie der Vergleich einer in vitro
synthetisierten und nativen Knochenmatrix (siehe Abbildung 2-1). Als
Referenzmethoden sollten klassische Analysemethoden wie die Immunzytologie,

Durchflusszytometrie und Histologie dienen.

Nichtinvasive Diagnostik mittels Raman

Spektroskopie

Charakterisierung der

Charakterisierung der Zellen N .
extrazellularen Matrix

h 4

2 || Unterscheidung verschiedener primarer Knorpelgewebe | | Knochengewebe
E || Zelitypen
@
£
4
2
2
g Unterscheidung primarer Zellen und Zellen der Zonale Struktur Vergleich von in vitro
% korrespondieren Zelllinie synthetisierter
Knochenmatrix mit nativer
Matrix
Bestimmung des Differenzierungszustands
primarer Zellen

Abbildung 2-1: Aufbau der Arbeit

Um die teilweise nur sehr feinen Unterschiede in den Raman-Spektren der Proben
detektieren zu kénnen, sollten alle Spektren multivariat ausgewertet werden. Fur die
Klassifikation der Daten sollte die Hauptkomponentenanalyse zum Einsatz kommen
und fur die Regression wurde die Support Vector Machine verwendet. Anhand dieser
Methoden sollten einerseits die spektralen Bereiche, die fir die Unterscheidung
sowie fur die Charakterisierung der Proben ausschlaggebend waren,
herausgearbeitet und andererseits die Reproduzierbarkeit und Zuverlassigkeit der
Daten Uberprtft werden.
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3. Theoretische Grundlagen und Stand der Technik

In diesem Abschnitt werden die theoretischen Grundlagen sowie der Stand der
Technik der Regenerativen Medizin sowie der verschiedenen Analysemethoden
aufgezeigt. Ferner werden die Prinzipien der Raman-Spektroskopie und der
Auswertemethoden beschrieben.

3.1.Regenerative Medizin

Die Regenerative Medizin ist ein breites interdisziplinares Feld mit dem definierten
Ziel, fehlendes oder geschadigtes Gewebe zu rekonstruieren, reparieren oder
ersetzen. Bei der Realisierung dieses Ziels liegt der Fokus auf der Adaption an die
natlrliche Funktion und Architektur des zu ersetzenden Gewebes [2]. Innerhalb der
Regenerativen Medizin existieren drei unterschiedliche Strategien um dieses Ziel zu
erreichen: Die Verwendung von Biomaterialien bzw. Scaffolds, die Anwendung von
Zelltherapeutika oder die Nutzung von Tissue Engineering Produkten (siehe

Abbildung 3-1), die in den folgenden Abschnitten naher erlautert werden [3, 4].

Bioaktive Materialien/
Zelltherapeutika
Tissue Engineering

Scaffolds

) . Trager mit
Trager ohne Zellen Zellen
Zellen ..
¢ ¢ Aus dem Trager l
herauswachsende
” Kérperzellen — .
7 Transplantierte QQQ. :

Zellen
ORGI0NR)
Qﬂ\'.‘aq{,a o Zellen 0

Abbildung 3-1: Schematische Ubersicht iiber die Anwendungsbereiche der Regenerativen
Medizin, die sich in die Verwendung von Bioaktiven Materialen/ Scaffolds, von Zelltherapeutika
und Tissue Engineering Produkten untergliedert (verandert nach [3])

Einwachsende

Kérperzellen —~__ Einwachsende

Kdrperzellen

8
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Biomaterialien

Grundsatzlich werden Materialien als Biomaterialien bezeichnet, die mit biologischen
Systemen in Kontakt stehen [5]. Vorausgesetzt, dass das raumliche Umfeld sowohl
das Zellwachstum als auch die Zellfunktion beeinflusst, sollte eine Adaption des
kunstlichen Gewebes an die naturliche raumliche Organisation des urspringlichen
Gewebes angestrebt werden. Daflr werden Tragerstrukturen (Scaffolds) verwendet,
die die raumliche Organisation der Zellen vorgeben. Dieser sogenannte Vital/- Avital-
Verbund von Zellen und Scaffold ist analog zum naturlichen Gewebe, bei dem die
Tragerstruktur durch die extrazellulare Matrix ersetzt ist. Diese Tragerstrukturen
konnen je nach Anwendungsgebiet in der chemischen und biologischen
Funktionalisierung der Oberflache als auch in der raumlichen Koordination sowie den
mechanischen Eigenschaften variieren. Die verwendeten Materialien kdnnen sowohl
natlrlichen Ursprungs (Kollagen, Alginat, azellularisierte Strukturen) sein als auch
aus synthetischen Polymeren (Polylactid (PLA), Polyglycolid (PGA) oder Polylactid-
co-Glycolid (PLGA)) bestehen. Alle Tragerstrukturen missen biokompatibel sein,
damit diese nach der Implantation keine toxischen Auswirkungen auf das
umgebende Patientengewebe haben und auRerdem die Zelladhasion, Proliferation,
Migration und Differenzierung der Zellen ermoéglichen. Ferner sollten die Materialien
moglichst biodegradierbar sein, damit diese im Koérper abgebaut und durch

korpereigene Materialien ersetzt werden konnen [3, 6].

Zelltherapie

Die Zelltherapie basiert auf der Verwendung von Einzelzell-Suspensionen, die ohne
die Verwendung von Tragermaterialien in erkrankte oder defekte Gewebeareale
eingebracht werden [7]. Durch dieses Verfahren soll die kérpereigene Regeneration
gefordert und unterstitzt werden. Da sich die Zellen zum Zeitpunkt der Implantation
in einem relativ unreifen Zustand befinden, entwickeln sich diese erst unter dem
Einfluss der Umgebung im Korper vollstandig weiter. Somit soll die Entwicklung eines
funktionellen Gewebes sowie die Integration in die umliegenden Areale erfolgen.
Typischerweise wird die Zelltherapie bei Erkrankungen wie beispielsweise Leukamie,

Knorpelverletzungen oder Herzinfarkten angewendet [3, 8-10].
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Tissue Engineering

Eine weitere Behandlungsstrategie um kranke Gewebe oder Organe zu unterstutzen
bzw. zu substituieren, ist die Verwendung von in vitro kultivierten Zell-Matrix-
Konstrukten. Die herkdmmliche Therapie um die Funktion von krankheits- oder
unfallbedingten Schadigungen eines Organs wieder herzustellen, ist der Einsatz von
Spenderorganen. Allerdings fuhren Limitationen wie der grol3e apparative, logistische
und personelle Aufwand sowie die Risiken der Transplantationschirurgie und die
mangelnde Verfugbarkeit von kompatiblen Spenderorganen dazu, dass der Bedarf
an Spenderorganen nur zu einem geringen Anteil abgedeckt werden kann [4].
Daruber hinaus ist bei den Transplantat-Empfangern eine lebenslange Einnahme
von immunsuppressiven Medikamenten erforderlich, die schwerwiegende und
moglicherweise lebensverkirzende Nebenwirkungen zur Folge haben kann. Um
diese Limitationen zu umgehen, werden autologe (patienteneigene) Transplantate
bendtigt, die mit Hilfe von Tissue Engineering-Verfahren hergestellt werden kdnnen
[11]. Die Anwendungsgebiete reichen von der Herstellung kinstlicher Haut- oder
Knorpelersatze bis hin zum Einsatz von kunstlichen Teilorganen wie beispielsweise
der Leber oder Pankreas [3, 12, 13]. Des Weiteren kdonnen solche Konstrukte auch
als in-vitro-Testsysteme zur Prufung der Biokompatibilitat von Werkstoffen oder fur
die Testung von Medikamenten verwendet werden, was in der Reduzierung der flr
solche Prufungen verwendeten Tierversuche resultiert [11, 12, 14, 15]. Wahrend bei
der Zelltherapie die reine Zellsuspension in die Zone des Defekts eingebracht wird,
werden bei den Therapieansatzen des Tissue Engineerings Zellen auf
Tragermatrizes aufgebracht und das daraus resultierende Gewebekonstrukt als
Implantat verwendet. Grundsatzlich unterteilt sich das Prinzip der kinstlichen
Gewebeherstellung in die folgenden Schritte, das hier am Beispiel des Knorpels
dargestellt ist (siehe Abbildung 3-2):

1. Entnahme der Biopsie
2. Isolierung und Kultivierung der Zellen
3. Einbringen der Zellen in/auf eine Tragermatrix (Scaffold)

4. Implantierung des Konstrukts.
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Abbildung 3-2: Prinzip der kiinstlichen Gewebeherstellung. Dargestellt sind die verschiedenen
Schritte der Herstellung eines Knorpelkonstrukts. 1. Entnahme einer Biopsie aus einem unbelasteten
Knorpelareal, 2. Isolation und Kultivierung der Zellen, um eine ausreichende Zellzahl zu erhalten 3.
Einbringen und Kultivierung der Zellen in/auf geeignete Matrix, 4.Implantation des in vitro hergestellten
Konstrukts (verandert nach [3])

Die sowohl fur die Zelltherapie als auch im Tissue Engineering verwendeten Zellen
konnen verschiedensten Ursprungs sein. Dabei kdnnen allogene, xenogene oder
syngene Zellen aber auch Zelllinien zum Einsatz kommen [16]. Das Ziel ist die
Verwendung von autologen Zellen, da dadurch Abstoldungsreaktionen im Patienten
vermieden werden koénnen. Die grofdten Herausforderungen liegen dabei in der
Gewinnung einer ausreichend groRen Menge an Zellen sowie in der Isolierung reiner
und definierter Zellpopulationen [16]. Um die gewlnschte Zellzahl zu erhalten,
werden die isolierten Zellen in vitro expandiert, wodurch sich der Phanotyp einiger
Zellen verandern kann, wie beispielsweise bei Chondrozyten [17]. Des Weiteren
besteht die Gefahr einer potentiellen pathologischen Veranderung der in vitro
kultivierten Zellen aufgrund der fur die Zellen untypischen zweidimensionalen
Kultivierungsbedingungen. Da die Biopsate aus denen die Zellen isoliert werden, wie
beispielweise die Haut, haufig aus mehreren Zelltypen bestehen, ist der Erhalt von
Zellpopulationen, die nur aus einem Zelltypen bestehen, erschwert. Die
Kontamination von Zellkulturen mit Fibroblasten ist dabei ein haufig beschriebenes
Problem, das vor der Verwendung der Zellpopulationen ausgeschlossen werden
muss [18-20]. Daher mussen die Zellpopulationen sowohl direkt nach der Isolierung
als auch vor der Verwendung analysiert werden, um gewahrleisten zu kdnnen, dass
ausschlieRlich definierte und gesunde Zellen verwendet werden. Ferner missen die
Gewebekonstrukte untersucht werden, damit deren Qualitat sichergestellt werden
kann. Die dafur herkdbmmlicherweise genutzten Analysemethoden werden in den
folgenden Abschnitten beschrieben.
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3.2. Zellulare Charakterisierung und Diagnosemethoden

Wie bereits im oberen Abschnitt und fur Abbildung 3-2 beschrieben, liegen zwischen
dem Herstellungsbeginn und der Fertigstellung eines Gewebekonstrukts viele
Arbeitsschritte, die das Pipettieren, das Ansetzen von Medien und die Inkubation der
Konstrukte umfassen konnen [3]. Diese technischen Vorgange lassen sich gut
standardisieren sowie Uberwachen und kdnnen sogar vollautomatisiert von Robotern
durchgefuhrt werden [21]. Die qualitative Beurteilung des Reifungsgrads und der
Funktionalitdt des Gewebekonstrukts wird allerdings haufig vernachlassigt [3].
Prinzipiell muss Uberpruft werden, ob sich neben den typischen auch atypische
Strukturen innerhalb des Konstrukts entwickelt haben, d.h. ob die Qualitat der
kultivierten Zellen und Gewebe den Anforderungen entspricht. Das oberste Ziel sollte
dabei die funktionelle Adaption des Konstrukts an die entsprechende Struktur im
Organismus sein. Grundsatzlich muassen alle Faktoren, die die zellulare
Differenzierung und die daraus resultierende biologische Variabilitdt des Konstrukts
beeinflussen kdnnen als auch das Wachstumsverhalten der Zellen, beachtet werden.
Diese Charakterisierung der Gewebekonstrukte wird allerdings durch das haufige
Fehlen geeigneter Marker fir den Nachweis dieser Differenzierungsunterschiede
erschwert [3].

Da die Expression von gewebespezifischen Proteinen haufig als Qualitdtsmerkmal
Verwendung findet, ist die Analyse der unterschiedlichen Stufen der
Proteinbiosynthese wichtig, um Aussagen Uber die Qualitat und Funktionalitat des
Gewebekonstrukts und der darin enthaltenen Zellen machen zu kénnen. Da gerade
in in-vitro-Zell- und Gewebekulturen eine normale Prozessierung von Proteinen nicht
garantiert ist und eine Transkription nicht die sofortige und komplette Translation
bedeutet, sollte die Zell- und Gewebequalitat sowohl auf der Transkriptions- als auch
auf der Translationsebene untersucht werden. Fir die erfolgreiche Beurteilung der
Qualitaten ist die Verfugbarkeit geeigneter Marker natlrlich vorausgesetzt. Die
Polymerasekettenreaktion (PCR)-Methode dient dabei dem biochemischen Nachweis
der messenger Ribonukleinsdaure (mRNA), d.h. der Transkriptionsebene.

Ferner kann das entstandene Produkt auf der Translationsebene mit Hilfe der
Immunhistochemie detektiert werden, solange ein geeigneter Antikorper existiert.
Anhand von licht- oder elektronenmikroskopischer Untersuchungen wird dann
festgestellt, ob das Zielprotein synthetisiert wurde und ob es beispielsweise an der
Zelloberflache oder in der extrazellularen Matrix lokalisiert ist. Die elektropho-
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retischen Methoden dienen der Auftrennung von Proteinfraktionen der Zelle. Mit Hilfe
des Western Blots wird anhand einer markierten Bande ein synthetisiertes Protein
mit dem entsprechenden Antikdrper nachgewiesen. Gerade die Kombination von
morphologischen,  molekularbiologischen und auch immunhistochemischen
Charakterisierungsmethoden ist notwendig, um Aussagen Uber die Qualitat der Zell-
und Gewebekulturen machen zu kdnnen [3].

Der grof’e Nachteil dieser oben beschriebenen Gold-Standard-Methoden ist die
notwendige Zerstorung des Konstrukts, die fur die Charakterisierung der
verschiedenen Qualitdtsmerkmale unabdingbar ist. Die bisherige Qualitatskontrolle
der Konstrukte resultiert in der Herstellung von zwei identischen Transplantaten,
wobei ein Transplantat ausschlielich fur die Analyse verwendet wird und das zweite
uncharakterisierte Konstrukt implantiert wird. Es wird angenommen, dass beide
Transplantate identische Eigenschaften besitzen, wodurch ein gewisses Restrisiko
fur den Patienten bestehen bleibt. Eine kontinuierliche sowie zerstdrungsfreie
Analyse der Ausgangszellpopulationen sowie der Konstrukte wurde die Sicherheit
des Prozesses erhdhen, da das zu implantierende Konstrukt auch analysiert werden
wurde. Ferner verringert eine nicht invasive Analyse den zeitlichen Aufwand solcher
Prozesse, da die Prozessierung der Konstrukte wegfallen wirde und nur ein
Transplantat hergestellt werden misste. Typische nicht invasive Charakterisierungs-
methoden sind die Sonographie, die Magnetresonanztomographie, die optische
Koharenztomografie sowie die IR- oder Raman-Spektroskopie.

Neben der Charakterisierung von in vitro kultivierten Gewebekonstrukten spielen die
oben beschriebenen Methoden auch eine grof’e Rolle in der medizinischen
Diagnostik. Fur die Detektion pathologischer Veranderungen werden heutzutage
sowohl invasive als auch bildgebende Methoden verwendet, die im Folgenden

genauer beschrieben werden.

3.2.1. Herkommliche invasive Analysemethoden

Die Verwendung von invasiven Analysemethoden bedingt immer eine Prozessierung
der zu untersuchenden Probe, wie beispielsweise das Fixieren von Gewebe, die
Lyse von Zellen oder das Markieren der Zielstrukturen mit beispielsweise

Antikorpern.
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Histologie

Eine wichtige Methode in der Diagnostik von Gewebeproben ist die Histologie, die
sich mit der morphologischen Analyse von Materialien aus Sektionen, Operationen,
Biopsien und Punktionen beschaftigt. In der Histologie werden gesunde Gewebe
mikroskopisch untersucht wobei in der Pathohistologie krankhaft verandertes
Gewebe analysiert wird. Diese Methode dient der Frihdiagnose von Tumoren, deren
Klassifizierung in gut- oder bosartig sowie dem Nachweis unterschiedlichster
Erkrankungen. Ein weiteres Anwendungsgebiet der Histologie ist die Regenerative
Medizin, in der die Qualitat der in vitro synthetisierten Konstrukte vor der
Verwendung bestimmt werden muss. Grundsatzlich unterteilt sich die histologische
Analyse von Praparaten in die folgenden Arbeitsschritte: Fixierung, Einbettung,
Schneiden, Farben und Mikroskopieren. Die Fixierung der Gewebe ist einerseits
notwendig um alle zellularen Ablaufe zu stoppen und somit den momentanen
Zustand der Probe festzuhalten und andererseits um die Autolyse (Selbstauflosung)
oder Faulnis des Gewebes zu unterbinden. Um von dem Gewebe dunne Schnitte
anfertigen zu kénnen und um eine gleichbleibende Schnittqualitat zu erhalten, ist
eine gewisse Harte und Homogenitat des Praparates erforderlich. Dafur ist es
notwendig die Probe in ein erstarrendes Medium (wie z.B. Paraffin) einzuschliel3en
und somit vor allem das in der Probe enthaltene Wasser durch das Einbettmedium
zu ersetzen. Nachdem das Praparat eingebettet wurde, werden fur die
lichtmikroskopische Untersuchung dinne Schnitte (2-10 pm) angefertigt und auf
Objekttrager aufgebracht. Um die Zell- und Gewebebestandteile voneinander
unterscheiden sowie pathologische Veranderungen detektieren zu konnen, werden
die Schnitte mit einem oder mehreren Farbstoffen gefarbt und dann
lichtmikroskopisch betrachtet. Die Vielféaltigkeit dieser Methode und die damit
verbundene Vielzahl an Diagnosemoglichkeiten kann durch die verschiedenen
Farbemethoden realisiert werden.

Dartiber hinaus erlaubt die Immunhistologie durch sehr spezifische Antigen-
Antikorper-Reaktionen  einen  Nachweis von  zellularen  Antigenen in
Gewebeschnitten. Anhand dieser Methode kdnnen neben den oben beschriebenen
Merkmalen auch noch =zellulare Eigenschaften wie beispielsweise die
Differenzierungsstadien, die Produktion von extrazellularen Matrixproteinen sowie
Zell-Zell-Kontakte detektiert werden. Ein Nachteil dieser Technologie ist der zeitliche
und experimentelle Aufwand [22, 23].
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Durchflusszytometrie

Eine invasive aber quantitative Charakterisierungsmethode intakter Einzelzellen ist
die Durchflusszytometrie. Prinzipiell werden die spezifisch gefarbten Zellen dabei
hydrodynamisch transportiert und optisch vermessen. Die Zellsuspension wird in
einem Durchflusszytometer durch einen Hullstrom verdunnt, damit die Zellen dann
vereinzelt in einer Sequenz im rechten Winkel an einer Lichtquelle (z.B. Laser)
vorbeigefuhrt werden kdnnen. Der gemeinsame Fokus von Probenstrom und Laser
stellt den Messpunkt dar, in dem die Streuung des Anregungslichts und der
Anregung von Fluoreszenzmarkern der gleichzeitigen Analyse von physikalischen als
auch molekularen Zelleigenschaften dienen. Ublicherweise werden die Zellen in
Grollen zwischen 0,2 und 20 um mit einer Geschwindigkeit von 200 bis 2000
Ereignissen/s an dem Laser vorbeigefuhrt. Grundsatzlich koénnen mit diesem
Verfahren die ZellgrolRe, die Granularitat, Zellpigmente, der DNA- und RNA-Gehalt,
Proteine, Oberflachenmarker sowie intrazellulare Marker und Enzymaktivitaten
gemessen werden. Dabei entspricht die Intensitat der Fluoreszenzsignale je nach
Anwendung beispielsweise der Menge der gebundenen Antikdrper oder dem
nuklearen DNA-Gehalt. Die Streuung des Lichts gibt Auskunft Gber die Zellgréfie und
Granularitat [24, 25].

Molekularbiologische und immunologische Methoden

Neben der qualitativen (immun)histologischen Analyse von Gewebestrukturen und
der darin befindlichen Zellen sowie der durchflusszytrometrischen Untersuchung von
intrazellularen- und Oberflachenmarkern spielen die molekularbiologischen und
immunologischen Methoden eine wichtige Rolle in der medizinischen Diagnostik
sowie bei der Charakterisierung von Konstrukten der Regenerative Medizin. Das
molekularbiologische und immunologische Methodenspektrum umfasst Methoden
wie die PCR, Western Blotting und Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA).
Eine sehr empfindliche molekularbiologische Analysetechnik ist die PCR, die ein
breites Anwendungsspektrum hat, das von der Detektion von Pathogenen Uber die
Ursachenforschung von Krankheiten bis hin zur Analyse der Nukleinsauren von
Einzelzellen reicht. Dieses in-vitro-Verfahren dient der selektiven Anreicherung von
definierten Nukleinsaurebereichen aus einem Gemisch von Nukleinsduren. Die
Technologie basiert auf der Nutzung von thermoresistenten DNA-Polymerasen, die in
mehreren Schritten DNA-Einzelstrange zu Doppelstrangen polymerisieren. Dazu wird
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die Ausgangs-DNA durch eine Temperaturerhdhung denaturiert, damit DNA-
Einzelstrange vorliegen. Dann erfolgt die Anlagerung der spezifischen Primer an die
komplementaren Sequenzen und die Erzeugung des komplementaren Strangs durch
die DNA-Polymerasen. Diese drei Schritte werden als ein Zyklus bezeichnet, der ca.
25- bis 40 mal wiederholt wird und somit eine exponentielle Zunahme der DNA-
Menge erreicht. Dieses PCR-Produkt wird dann Uber eine Gelelektrophorese und mit
Hilfe einer DNA-Leiter anhand seiner GrofRe identifiziert. Neben dieser sehr
vereinfacht dargestellten Version der PCR, gibt es dariber hinaus die
verschiedensten Variationen, die auch quantitative Aussagen uber die DNA-Menge
zulassen [26].

Unter einem Western Blot wird grundsatzlich die Ubertragung eines Proteins auf
eine Tragermembran bezeichnet, die aufgrund verschiedener Reaktionen
nachgewiesen werden konnen. Anhand dieser Methode wird nicht die Zelle direkt
analysiert, sondern ein Proteingemisch, das =zunachst mit Hilfe der Gel-
Elektrophoresetechnik entsprechend ihrer Eigenschaften wie Molekulargewicht und
Ladung innerhalb eines Gels aufgetrennt und dann auf eine Membran (z.B.
Nitrozellulosemembran) Ubertragen wird. AnschlieRend werden die unspezifischen
Bindungsstellen der Membran geblockt, bevor diese mit den spezifischen Antikérpern
inkubiert wird. Die Detektion des gebundenen Antikdrpers wird haufig mit Hilfe eines
Sekundarantikdrpers durchgefluhrt [26, 27].

Ein quantitativer Nachweis von Proteinen ist mit Hilfe des ELISAs moglich, bei dem
das Protein die Rolle eines Antigens spielt. Fur diese Analyse werden in der Regel
Mikrotiterplatten verwendet, in deren Vertiefungen die Proben immobilisert werden.
Dieses Protein wird anhand eines an einen Antikorper gekoppeltes Nachweissystem
detektiert, welches haufig aus einem Enzym (z.B. Alkalische Phosphatase) besteht,
das ein Substrat in ein Produkt umsetzt. Das Reaktionsprodukt wird durch einen
Farbumschlag, Fluoreszenz oder Chemolumineszenz nachgewiesen, wobei die

Intensitat die Menge des Zielproteins anzeigt wird [26-28].

3.2.2. Nicht invasive Methoden

Nicht invasive Analysemethoden bieten die Maoglichkeit biologische Prozesse und
Krankheiten in intakten lebenden Organismen zu evaluieren. Gerade die
bildgebenden Verfahren spielen in der klinischen Diagnostik eine grof3e Rolle.
Darlber hinaus eignen sich die nicht invasiven Methoden fir die Charakterisierung

molekularer Zusammensetzungen von Zellen und extrazellularer Matrizes.
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Infrarot-Spektroskopie

Die Infrarot-Spektroskopie (IR-Spektroskopie) ist sowohl eine qualitative als auch
quantitative Analysemethode, die in den Bereich der Molekulspektroskopiemethoden
eingeordnet wird. Diese Technik dient vor allem der Strukturaufklarung organischer
Verbindungen anhand der Unterscheidung verschiedener funktioneller Gruppen und
der dadurch bedingten Zuordnung zu einer Verbindungsklasse. Das Prinzip dieser
Technologie beruht auf der Anregung von Molekllschwingungen durch die
Absorption der [IR-Strahlung. Die Bedingung fur die Detektion dieser
Schwingungsanderung ist die Gesamtanderung des Dipolmoments von Molekulen
infolge seiner Schwingungs- und Rotationsbewegung. Da nicht alle Molekule diese
Bedingung erfullen, kann die IR-Spektroskopie nur fir sogenannte IR-aktive Molekule
verwendet werden. Bei homonuklearen Verbindungen wie beispielsweise O, oder N>
tritt wahrend der Schwingung oder Rotation keine Gesamtanderung des
Dipolmoments auf und somit kénnen diese Verbindungen im Infraroten nicht
absorbieren. Die relativen Positionen der Atome eines Molekils verandern sich
permanent aufgrund einer Vielzahl verschiedener Schwingungsarten. Diese
Schwingungen werden in die Kategorien Streckung und Deformation unterteilt. Die
Streckschwingung beschreibt die kontinuierliche Anderung des Abstands zwischen
zwei Atomen entlang der Schwingungsachse dieser Atome (siehe Abbildung 3-3 A,
D). Die Deformationsschwingungen sind durch die Anderung des Winkels zwischen
zwei Bindungen charakterisiert (siehe Abbildung 3-3 B, C, E, F). Ferner wird
zwischen symmetrischen und asymmetrischen Schwingungen unterschieden je

nachdem ob die Molekulsymmetrie im Verlauf der Schwingung erhalten bleibt (siehe

Abbildung 3-3).
A c

D F

Q\A} Q/?o Y

Abbildung 3-3: Molekiilschwingungstypen. Streckschwingung: (A) symmetrische, (D)
asymmetrische, Deformationsschwingung: (B) Pendeln in der Ebene, (E) Scherenbewegung in der
Ebene, (C) Wippen aus der Ebene heraus, (F) Verdrillung aus der Ebene heraus. + symbolisiert die

Bewegung aus der Ebene auf den Leser zu, -symbolisiert die Bewegung aus der Ebene von dem
Leser weg (verandert nach [29])

B
E
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Das Messprinzip der IR-Spektroskopie beruht auf der Abnahme der
Strahlungsintensitat beim Durchtritt durch die Probe. In einem IR-Spektrum wird
Ublicherweise der Transmissionsgrad in Prozent Uber die Wellenzahl in reziproken
Zentimetern aufgetragen. Unter der Transmission wird der von der Probe nicht
absorbierte  Anteil der eingedrungenen Strahlung verstanden. Bei der
Spektrenauswertung werden grundsatzlich zwei Bereiche betrachtet. Oberhalb von
1500 cm™ befinden sich die Absorptionsbanden, die den einzelnen funktionellen
Gruppen zugeordnet werden kénnen, unterhalb von 1500 cm™" befinden sich Banden,
die von Deformationsschwingungen verursacht werden und charakteristisch fur das
ganze Molekdl und nicht nur fur einzelne funktionelle Gruppen sind und somit einen

sogenannten Fingerprint des Molekuls darstellen [30].

Neben der IR-Spektroskopie dient auch die Kernspinresonanzspektroskopie
(Nuclear Magnetic Resonance, NMR) der Identifizierung und Strukturaufklarung
organischer und anorganischer Verbindungen. Biochemische Anwendungsbereiche
dieser Methode sind die Aufklarung von 3-D Strukturen von Proteinen, die
Untersuchung von Ligand-Protein-Wechselwirkungen sowie die Charakterisierung
von Biosyntheseprozessen. Grundsatzlich werden bei der Kernspinresonanz-
spektroskopie Informationen Uber Atomkerne und deren Umgebungen erhalten,
wodurch Ruckschlisse auf die chemische Struktur des Moleklls moglich sind. Die
Bedingung fur diese Messungen ist das Vorliegen eines Kernspins bei einzelnen
Atomen einer Verbindung, dessen GrdRe durch die Kernspinquantenzahl
beschrieben ist. Das Prinzip der kernmagnetischen Resonanz beruht auf der
Wechselwirkung eines Systems von Kernspins mit einem statischen Magnetfeld und
zeitlich veranderlichen Magnetfeldern. Da diese Methode auch in vivo angewendet
werden kann, wird die Kernspintomographie in der Medizin als bildgebendes
Verfahren verwendet. Dartber hinaus wird die in vivo Spektroskopie fir begrenzte
Korperregionen zur gezielten Analyse wie beispielsweise zur Untersuchung von

Hautregionen genutzt [30-32].

Zwei weitere bildgebende Analyseverfahren sind die Sonographie und die Optische
Koharenztomografie (OCT). Das Prinzip der Sonographie beruht auf der an
Molekulstrukturen wirksam werdenden mechanischen Energie durch die Ausbreitung

von Schallwellen. Diese ,verloren gegangene“ Energie fluhrt zu einer
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Temperaturerhohung des beschallten Mediums, die mit dem Absorptionsquotienten
der unterschiedlichen Gewebe (niedriger Quotient fur Flussigkeiten, hoher Quotient
fur beispielsweise Knochen) korreliert. Grundsatzlich ist der entscheidende
Bildgebungsparameter die unterschiedliche Schallfahigkeit von Gewebe [33, 34]. Die
OCT-Technologie basiert auf einem ahnlichen Prinzip wie die Sonographie, nur dass
anstatt von Schallwellen Lichtstrahlenbindel verwendet werden. Dieses
physikalische Messverfahren dient der Entfernungsmessung reflektierender
Materialien mit Hilfe der Interferometrie (Messung der Uberlagerung von Lichtwellen)
mit kurzkoharentem Licht. Das verwendete Licht, das beispielsweise von einer
Superlumineszenzdiode emittiert wird, hat eine Wellenlange von 850 nm und wird fur
die Analyse in zwei Teile geteilt. Ein Teil des Lichtes gelangt zum
Untersuchungsobjekt und der andere Teil in einen Referenzstrahlengang bekannter
Lange. Anschliefend wird das ruckgestreute Licht mit dem rlckgestreuten
Referenzlicht definierter optischer Lange uUberlagert. Flr die einfach rickgestreuten
Photonen entstehen Interferenzmodulationen, die der Tiefe des Objektes zugeordnet
werden konnen. Die Tiefenabtastung wird durch die definierte Veranderung der
Lange des Referenzweges erreicht. Somit reprasentiert ein OCT-Bild die Amplitude

optischer Rickstreuung von Gewebe [35].

3.3.Raman-Spektroskopie

Die Raman-Spektroskopie zahlt wie die IR-Spektroskopie zu den schwingungs-
spektroskopischen Methoden. Grundsatzlich basieren beide Techniken auf der
Wechselwirkung elektromagnetischer Strahlung und Materie, die allerdings auf
unterschiedlichen physikalischen Ursachen beruhen. Bei der IR-Spektroskopie
handelt es sich, wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben, um einen Absorptionsprozess,
bei dem der Anteil des direkt absorbierten Lichts gemessen wird. Bei der Raman-
Spektroskopie handelt es sich um einen Streuprozess, bei dem der inelastisch
gestreute Lichtanteil detektiert wird. Den experimentellen Nachweis dieser Raman-
Streuung lieferte 1928 der indische Physiker C.V. Raman, der 1930 daflir den
Nobelpreis erhielt [36].

Im Gegensatz zu invasiven Analysemethoden ermoglicht es die Raman-
Spektroskopie als zerstdrungs- und markerfreies Verfahren, Zellen und Gewebe in
ihrer naturlichen Umgebung und ohne Prozessierung zu untersuchen. Es sind weder

Probenvorbereitungen noch die Suche nach geeigneten Markern notwendig. Ferner
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kénnten durch eine stetige Uberwachung der Eigenschaften von biologischen Proben
frhzeitige Veranderungen detektiert werden.

Die Raman-Spektroskopie zeigt aber auch im Gegensatz zu anderen nicht invasiven
Methoden Vorteile wie beispielweise gegenuber Anwendung der IR-Spektroskopie,
die fur die nicht invasive Charakterisierung lebender Zellen oder in vitro kultivierter
Konstrukte nicht geeignet ist, da Wasser ein relativ starkes IR-Signal liefert, das die
Messung storen konnte. Die Raman-Spektroskopie hingegen hebt sich von der IR-
Spektroskopie durch die Moglichkeit der Analyse von wassrigen Systemen ab [37].
Die herkdmmlichen Diagnostikmethoden in der Medizin sind nur einige der oben
beschriebenen bildgebenden Verfahren, die auf die Charakterisierung von Gewebe-
strukturen und extrazellularer Matrix fokussieren. Anhand dieser Verfahren werden
die Strukturen der Konstrukte wiedergegeben, allerdings kann nur eine stark
eingeschrankte Aussage uber den Zustand der Zellen gemacht werden. Die Raman-
Spektroskopie ist flr die Analyse der unterschiedlichsten Zelleigenschaften sowie fur
die Charakterisierung verschiedenster Gewebe in vivo als auch in vitro in der
Literatur beschrieben [38-41]. Aus diesem Grund wurde das Anwendungspotential
der Raman-Spektroskopie als nicht invasives Diagnosewerkzeug in der

Regenerativen Medizin innerhalb dieser Arbeit Uberprift.

3.3.1. Theorie der Raman-Spektroskopie

Fur die Detektion von Raman gestreutem Licht wird eine Probe mit
monochromatischem Licht (Laser) bestrahlt, wodurch diese Strahlung an den
Molekulen abgelenkt und in alle Raumrichtungen gestreut wird. Voraussetzung fir
das Auftreten des Raman-Effektes ist im Gegensatz zur IR-Spektroskopie die
Anderung der Polarisierbarkeit des Moleklls wahrend der Schwingung. Unter der
Polarisierbarkeit wird das Mall der Deformierbarkeit der Elektronenwolke um ein
Molekul oder Atom verstanden. Besonders eignet sich die Raman-Spektroskopie zur
Charakterisierung von unpolaren bzw. wenig polaren Verbindungen, wie z.B. C=C,
C=C, N=N, C-C, 0-0, S-S sowie von C-Ringen [42].

Grundsatzlich werden drei Arten von Streuung beobachtet. Als Rayleigh-Strahlung
wird die elastisch gestreute elektromagnetische Strahlung bezeichnet, deren
Frequenz exakt der Frequenz der Anregungswellenlange entspricht und die am
wahrscheinlichsten eintritt. Da die Energie eines Strahlungsquants direkt abhangig
von der Frequenz der Strahlung ist, andert sich die Energie des Photons bei einer

elastischen Streuung nicht (siehe Formel (3.1)) [43].
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E=hv (3.1)

Da bei dieser elastischen Streuung kein messbarer Energieaustausch zwischen
Photon und Molekul stattfindet und somit keine Informationen Uber die Probe in
dieser Streuung enthalten sind, wird diese gewohnlich zur Messung der Raman-
Streuung, aus dem gestreuten Licht herausgefiltert. Der sehr viel geringere Anteil der
Strahlung (~1 von 10°-10® Photonen) wird inelastisch an den Molekiilen gestreut und
erfahrt dadurch, wie in Abbildung 3-4 dargestellt, eine Energiezu- oder abnahme. Die
sogenannte Stokes-Strahlung besitzt im Vergleich zum anregenden Licht eine
geringere Energie und die sogenannte Anti-Stokes-Strahlung zeichnet sich durch

eine im Vergleich zum anregenden Licht hohere Energie aus.

Anti-Stokes
Rayleigh Stokes Eiril:/irﬁ:—
Streuung Streuung S T virtuelle
E=hv E=hv-AE AE Zustinde

Elektronischer
$ AE Grundzustand

0o- 4 V

Abbildung 3-4: Schematische Erklarung der verschiedenen Raman-Streuungen. Unterschieden
werden die Rayleigh Streuung, die Stokes Streuung und die Anti-Stokes Streuung (verandert nach
[29]).

Diese Energieverschiebungen wirken sich folglich auf die Wellenlange des
gestreuten Lichts im Verhaltnis zur Anregungswellenlange aus, die als Raman-Shift

bezeichnet und als Wellenzahl in cm™ angegeben werden (siehe Formel 3.2).
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~
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Wenn ein Photon auf ein Molekul im elektronischen Grundzustand trifft, geht dieses
in einen virtuellen Zustand zwischen Grundzustand und erstem angeregten
Elektronenzustand Uber. Da dieser Prozess nicht gequantelt ist, kann die Energie
des Molekuls in Abhangigkeit von der Strahlungsfrequenz der Quelle jeden
beliebigen Zustand zwischen dem elektronischen Grundzustand und dem niedrigsten
elektronischen  Grundzustand  annehmen. Durch  den  darauffolgenden
Energieubergang in ein Schwingungsniveau oberhalb des Grundzustands, kommt es
durch den Energieverlust AE des anregenden Photons zu einem Stokes-Shift der

eingebrachten Strahlung (siehe Formel 3.3 und Abbildung 3-4).
AE =h(v,-v,) (3.3)

Befindet sich ein Molekul in einem angeregten Elektronenzustand wie beispielsweise
bei erhdhter Temperatur, dann kehrt sich dieser Prozess um. Das Molekul gibt seine
Schwingungsenergie AE an das anregende Photon ab, wodurch das Molekul seinen
Energiegrundzustand einnimmt und das streuende Photon dadurch eine geringere

Wellenlange als die Anregungsstrahlung hat (siehe Formel 3.4).

AE=h(v, +V,) (3.4)

Die Energie, die bei der inelastischen Streuung abgegeben oder aufgenommen wird,
entspricht der Differenz zwischen zwei Energieniveaus einer Molekulschwingung. Da
sich die Moleklile bei einer Anti-Stokes Streuung bereits in einem
unwahrscheinlicheren hoheren Energieniveau befinden missen, ist die Stokes
Streuung wahrscheinlicher und dadurch intensiver und wird aus diesem Grund in
dieser Arbeit verwendet.

In einem Raman-Spektrum werden normalerweise der Raman-Shift, d.h. die
Wellenlangenverschiebung Uber die Intensitdt des Raman-Signals aufgetragen. Da
der Betrag dieser Raman-Verschiebungen unabhangig von der anregenden
Wellenlange ist, werden trotz der Verwendung verschiedener Anregungslaser
identische Verschiebungsmuster erhalten. Die Energie- bzw. Wellenzahlver-
schiebungen entsprechen den Schwingungsfrequenzen der Moleklle, die unter
anderem von den in den Molekilen vorhandenen Atommassen (u), der
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Kraftkonstante (k), dem Aggregatzustand sowie von elektronischen Effekten
abhangen (siehe Formel 3.5) [42].

1 [k
4 — (3.5)

_E p
Die Schwingungsfrequenz ist laut Formel 3.5 proportional zur Kraftkonstanten. Fur
die Bindungsstarke von Kohlenstoff-Atomen gilt beispielsweise der folgende
Zusammenhang: kc=c> kc=c > kc.c’

Die Intensitat der Raman-Bande hingegen hangt, wie aus Formel 3.6 ersichtlich, von
der Frequenz und Intensitdt der anregenden Laserstrahlung sowie von der

Konzentration des Molekuls und der Polarisierbarkeitsanderung ab.

oo
Iocv I n(==)>
o Lon( ar) (3.6)

Den grofliten Einfluss auf die Intensitdt des Raman-Signals hat die Frequenz der
anregenden Laserstrahlung. Je groRer die Anregungsfrequenz, d.h. je kleiner die
Wellenlange ist (siehe Formel 3.2), desto groler ist die Intensitat der Raman-
Banden. Die Verwendung eines 532 nm Lasers resultiert also im Gegensatz zu
einem 785 nm Lasers in einer hoheren Intensitat der Raman-Banden. Allerdings
wurde in dieser Arbeit, um eine Schadigung der Probe sowie eine Anregung von
Fluoreszenz wahrend der Messung zu vermeiden, ein Laser mit einer
Anregungswellenlange im nahen IR-Bereich (785 nm) verwendet und somit ein
geringeres Raman-Signal in Kauf genommen. Des Weiteren verhalt sich die
Intensitdt der Raman-Banden proportional zum Quadrat der Polarisierbarkeits-
anderung. Nicht alle Molekule lassen sich Raman spektroskopisch vermessen, da ein
Raman-Signal nur bei Raman-aktiven, d.h. Verbindungen mit symmetrischen
Valenzschwingungen, zu beobachten sind. Asymmetrische Schwingungen fiihren zu
keiner Polarisierbarkeitsdnderung und zeigen somit kein Raman-Signal. Diese
Schwingungen kénnen allerdings mit der IR-Spektroskopie detektiert werden [29].
Aulerdem geht aus Formel 3.6 hervor, dass anhand der Intensitaten der Raman-
Banden auch quantitative Aussagen gemacht werden konnen, da die Intensitat direkt
proportional der Konzentration eines Moleklils ist.
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3.3.2. Techniken der Raman-Spektroskopie

Grundsatzlich ist die inelastische Streuung ein seltenes Ereignis, was sich durch die
sehr geringen Streuquerschnitte des spontanen Raman-Prozesses widerspiegelt.
Daher gibt es neben der konventionellen Raman-Spektroskopie einige nicht-lineare
Raman-Verfahren, die im Folgenden erklart werden.

Die Koharente Anti-Stokes Raman-Spektroskopie (Coherent anti-stokes Raman
spectroscopy, CARS) beruht auf einer besonderen Anregungsart. Grundsatzlich
werden bei dieser Methode zwei Laser bendtigt. Die Moleklle werden hierbei so
angeregt, dass Uberwiegend Anti-Stokes Streuung auftritt. Zuerst wird das Molekdl
durch ein Photon in einen angeregten virtuellen Zustand und dann Uber das zweite
Photon in einen dem elektronischen  Grundzustand Ubergeordneten
Schwingungszustand versetzt. AnschlieRend wird das Molekul durch ein Photon
angeregt und es wird Anti-Stokes Streuung emittiert, die dann detektiert wird. Die
Vorteile dieser Methode sind im Vergleich zur klassischen, spontanen Raman-
Mikroskopie, die um mehrere Grélienordnungen intensiveren Raman-Signale und die
Unempfindlichkeit gegenlber stérenden Fluoreszenzsignalen. Die Nachteile dieses
Verfahrens im Gegensatz zur klassischen Raman-Spektroskopie sind die
kostenintensivere Ausrustungen und der hdhere experimentelle Aufwand [29, 44].
Unter der oberflachenverstarkten Raman-Spektroskopie (Surface Enhanced Raman
Spectroscopy, SERS) wird die Aufnahme normaler Raman-Spektren von Proben
verstanden, die an Oberflachen kolloidaler Metallpartikel oder an aufgerauhten
Oberflachen entsprechender Metallteile adsorbiert sind. Dieser Effekt kann einerseits
durch die Oberflachen-Plasmon-Resonanz und andererseits durch die chemische
Verstarkung, die durch eine Bindung zwischen Molekul und Metall zustande kommt,
erklart werden. Eine Verstirkung des Raman-Signals um den Faktor 10° bis 10
kann aufgrund des adsorbierten Molekils erreicht werden [45,29,46].

Die Resonanz Raman-Streuung beruht auf dem Phanomen, dass die Intensitaten der
Raman-Banden stark zunehmen, wenn mit Wellenlangen, die nahe der
Absorptionsbanden flir die elektronische Anregung des Analyten liegen, angeregt
wird. Ein abstimmbarer Laser ist fir Resonanz-Raman-Messungen notwendig, um
die grotmogliche Signalverstarkung zu erhalten. Die GréRe der Raman-Banden, die
von symmetrischen Schwingungen stammen, nimmt um den Faktor 102 bis 10° zu.
Daher lasst diese Methode die Bestimmung von Analyten mit einer Konzentration

von 10® M (0,1 M bei normalen Raman-Messungen) zu [47, 29].
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3.3.3. Raman-Spektroskopie an biologischem Material

Die Raman-Spektroskopie wird schon seit langem erfolgreich zur Analyse von
chemischen Materialien eingesetzt. Erste Publikationen zum Einsatz dieser
spektroskopischen Methode zur Charakterisierung lebender Zellen wurden 1990
veroffentlicht [48]. Grundsatzlich bietet diese physikalische Methode den grolden
Vorteil, biologisches Material kontaktfrei und im Gegensatz zu herkdmmlichen
Analysemethoden nicht invasiv zu untersuchen. Daruber hinaus zeichnet sich diese
Methode durch ihren geringen Zeitaufwand sowohl in der Probenvorbereitung als
auch in der Messung selber aus. Diese vorteilhaften Eigenschaften der Raman-
Spektroskopie zeigen, dass diese Technologie ein hohes Potential hat, um in
Gebieten wie der Diagnostik, der Qualitatskontrolle von biologischen Systemen und
als Charakterisierungsmethode fur zellbiologische Fragestellungen zum Einsatz zu
kommen. AuRerdem erhdhen die stetigen Entwicklungen in der Lasertechnologie
sowie die Optimierung der Detektionssysteme die Praxisrelevanz dieser
spektroskopischen Methode.

Neben der Analyse von mikrobiellen Proben sind die Charakterisierung von Zellen
sowie von komplexen Geweben potentielle Anwendungsfelder der Raman-
Spektroskopie. Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass die Unterscheidung
verschiedener Mikroorganismen, die Differenzierung von Mikroorganismen und
Zellen, sowie die Bestimmung unterschiedlicher zellularer Eigenschaften mittels
Raman-Spektroskopie moglich ist [39, 49-51].

Besonders die zellulare Charakterisierung mittels Raman-Spektroskopie wurde
bereits von einer Reihe von Arbeitsgruppen untersucht. Neben der Detektion
chemischer Veranderungen wahrend des Zellzyklus konnten unterschiedliche
Vitalitatsstadien von Zellen Raman spektroskopisch bestimmt werden [49, 52-55].
Des Weiteren konnte durch das Abrastern von Zellen mit Hilfe eines Lasers die
Verteilung zellularer Bestandteile gezeigt werden [56-58]. Die Unterscheidung von
sowohl gesundem und krankem Gewebe als auch Zellen konnte anhand
unterschiedlicher Krankheitsbilder wie beispielsweise Krebs, Alzheimer oder Morbus
Crohn belegt werden [59-75]. Aulerdem wurden die Zusammensetzungen
verschiedenster extrazellularer Matrizes mit dem Raman-Spektrometer bestimmt [76-
79].
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Um die teilweise nur sehr geringen Unterschiede von sehr ahnlichen Zellen innerhalb
der Raman-Spektren detektieren zu kdnnen, mussen spezielle Auswertemethoden

angewendet werden, die in den folgenden Abschnitten beschrieben werden.

3.4. Multivariate Datenanalyse

Fur die Auswertung von groRen Datensatzen wird seit vielen Jahren die multivariate
Datenanalyse verwendet [80]. Einerseits dient diese Analyse der Einordnung und
Klassifizierung von Daten (Hauptkomponentenanalyse, Diskriminanzanalyse)
andererseits handelt es sich hierbei um eine Regressionsmethode (Support Vector
Machine, Partial Least Square Regression, Principal Component Regression).
Grundsatzlich sind die Ziele dieser Methode die Datenreduktion, die Trennung von
Informationen und Nicht-Informationen z.B. Entfernen von Rauschen, das Erkennen
von Ausreiflern und die Vorhersage unbekannter Proben [81]. Gerade fur die
Auswertung spektroskopischer Daten wird diese Technik sehr haufig angewendet, da
durch die Messung von nur einem Spektrum bis zu 1000 Einzelwerte vorliegen
konnen. Aus diesem Grund wurden die Datensatze der Raman-Spektren mit Hilfe der
Hauptkomponentenanalyse ausgewertet und durch die Anwendung der Support

Vector Machine klassifiziert.

3.4.1. Theorie der Hauptkomponentenanalyse

Das Prinzip der Hauptkomponentenanalyse (Principal Component Analysis, PCA)
beruht auf der Berechnung der Hauptkomponenten (Faktor) aus dem
Ausgangsdatensatz (Matrix X, mit N Objekten [z.B. Proben] und M Eigenschaften
[z.B. Variablen]), indem die urspringlichen Daten als Linearkombinationen, d.h. als
Eigenvektoren und zugehorige Eigenwerte der Datenmatrix betrachtet werden.
Daraus entsteht eine Faktorenmatrix (P), wobei jede Hauptkomponente eine Spalte
der Matrix P bildet und die Anzahl der Zeilen durch die Ausgangsmatrix festgelegt
wird. Als Loadings werden dabei die Elemente der Spalten der Matrix P genannt.
Durch den Eigenwert wird bestimmt wie hoch der Anteil der Hauptkomponente an der
Gesamtvarianz der Ausgangsdaten ist, d.h. je hoher der Eigenwert, desto mehr
Gesamtvarianz wird erklart und desto wichtiger ist die Hauptkomponente fir die
Beschreibung der Ausgangsdaten [81]. Der nachste Schritt dieser Analyse besteht
darin, die Originaldaten in einen neuen Faktorenraum zu transformieren, d.h.
innerhalb eines neuen Faktorenkoordinatensystems zu beschreiben, indem fir jedes

Objekt seine Koordinaten berechnet werden. Durch die Abbildung jedes Objekts auf
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jeden Faktor werden die Koordinaten erhalten, die Scores genannt werden. Die
Matrix T wird dadurch von den Scores gebildet, die genauso viele Zeilen wie die
Matrix P Objekte hat und die Anzahl der Spalten entspricht der Dimension des neuen
Koordinatensystems also der Anzahl der Hauptkomponenten.

Werden allerdings fur die Analyse der Daten weniger Hauptkomponenten verwendet
als aufgrund der Anzahl der Originalvariablen moglich ware, so wird die
Residuenmatrix (Em) gebraucht. Diese Matrix Ey enthalt den Anteil der Originaldaten,
der durch die Hauptkomponenten nicht erklart wird. Je mehr Hauptkomponenten
berechnet werden, desto kleiner werden die Werte in der Matrix En. Entspricht die
Anzahl der Hauptkomponenten der Anzahl der Originalvariablen, so sind die Werte
der Matrix Em gleich Null. Haufig enthalt diese Matrix nur sehr unwichtige
Informationen wie beispielweise das Rauschen.

Fur die Berechnung der Hauptkomponenten und Loadings gilt der Zusammenhang,
der in Abbildung 3-5 dargestellt ist, wobei von einer mittenzentrierten

Ausgangsmatrix ausgegangen wird (siehe Formel 3.7).

N

1
x(zentriert), = x(original), — N Z x(original), (3.7)
i=1
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Abbildung 3-5: Matrizen der Hauptkomponentenanalyse. X= mittenzentrierte Originaldatenmatrix,
N= Anzahl der Proben, M= Anzahl der Variablen, T= Scoresmatrix, P= Loadingsmatrix, A= Anzahl der
Hauptkomponenten, Ey= Residuenmatrix (verandert nach [81]).

Ganz allgemein wird das Hauptkomponentenmodell auch durch die folgende Formel

beschrieben:

X=TP"+E, (3.8)
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Wird davon ausgegangen, dass die Mittenzentrierung der Datenmatrix schon
vorangegangen ist, so kann das Hauptkomponentenmodell auch wie folgt als

lineares additives Modell formuliert werden.

A
xiz = ‘xmittel,z + Ztiapza + eiz(A) (3.9)
a=l1
Anhand von Formel 3.9 wird deutlich, dass der Informationsgehalt der
Hauptkomponenten nacheinander hinzugefugt wird, d.h. je mehr Hauptkomponenten

berechnet werden, desto kleiner wird der Anteil des Residuenterms.

3.4.2. Graphische Darstellung der Hauptkomponentenanalyse

Die in Abschnitt 3.4.1 beschriebene Hauptkomponentenanalyse wird in diesem
Abschnitt durch eine graphische Darstellung verdeutlicht. Wie bereits oben
beschrieben, ist das Ziel der PCA die Datenreduktion und Klassifizierung, die in

Abbildung 3-6 am Beispiel von nur zwei Hauptkomponenten veranschaulicht wird.

PC1

Xy X

PC1

Y

Xy

PC2

PC2

»
>
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Abbildung 3-6: Graphische Darstellung der Hauptkomponentenanalyse (verandert nach [49, 81])
(A) Originaldaten im urspriinglichen Koordinatensystem, (B) Projektion der Originaldaten (rot) auf die

Gerade mit der Richtung der maximalen Varianz der Daten (blau) (PC1), (C) Projektion der
Originaldaten (rot) auf die Gerade in Richtung der maximalen Varianz der Daten (blau) orthogonal zur
ersten Hauptkomponente (PC2), (D) Festlegung des Einheitskreises und Zuweisung der neuen
Koordinaten (Scores).
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Der erste Schritt in der Analyse von komplexen Datensatzen ist die Ermittlung der
Richtung der maximalen Varianz, indem die Datenpunkte innerhalb des
ursprunglichen Koordinatensystems so auf eine Gerade projiziert werden, dass der
Unterschied zwischen den Datensatzen am deutlichsten ist (Abbildung 3-6 B). Diese
Gerade ist die erste Hauptkomponente (Principal Component 1 auch PC1) und eine
Achse des neuen Koordinatensystems. Die Hauptkomponente verdeutlicht, dass es
sich um zwei Gruppen handelt und erklart die gro3tmogliche Variation innerhalb des
Datensatzes (siehe Abbildung 3-6 B). Die zweite Hauptkomponente (PC2), d.h. die
zweite Achse des neuen Koordinatensystems muss orthogonal auf der ersten Achse
stehen und wird so durch die erste Achse gelegt, dass der Nullpunkt des neuen
Koordinatensystems durch den Schwerpunkt aller Daten bestimmt wird. Die Richtung
der PC2 wird erneut durch die Richtung der verbliebenen maximalen Varianz
festgelegt (siehe Abbildung 3-6 C). Die Scores sind die Projektionen der Datenpunkte
auf die Hauptkomponenten, d.h. die neuen Koordinaten der Ausgangsdaten. Die
Einheiten des neuen Koordinatensystems werden so festgelegt, dass der
Schnittpunkt des Einheitskreises mit den Achsen den Betrag Eins erhalt (siehe
Abbildung 3-6 D). Die Richtungen der Hauptkomponenten im urspringlichen
Koordinatensystem geben die Loadings der einzelnen Hauptkomponenten an. Ein
hoher Loadingswert bedeutet, dass die Hauptkomponente stark in die Richtung einer
bestimmten Variablen zeigt und dass diese Variable somit am wichtigsten fur die
Richtung der Hauptkomponente ist. Im Gegensatz dazu zeigt ein geringer
Loadingswert, dass eine bestimmte Variable nur einen geringen Einfluss auf die
Richtung der Hauptkomponente hat.

Neben der Bestimmung der Werte fiur die Scores and Loadings ist es flr die
Hauptkomponentenanalyse wichtig, Aussagen uber die erklarte Varianz zu machen.
Dabei wird fir jede Hauptkomponente angegeben, wie viel Prozent der Varianz des

Datensatzes durch diese Komponente erklart ist.

3.4.3. Theorie und graphische Darstellung der Support Vector Machine

Die Support Vector Machine (SVM) bietet neben einer Klassifizierung den Vorteil der
Vorhersage von Daten (Regression), d.h. es handelt sich um einen trainierbaren
Klassifikator. Jeder Datenpunkt wird durch einen Vektor in einem Vektorraum
beschrieben. Bekannte Daten werden nach einem ,Lernprozess® in verschiedene

Kategorien eingeteilt und der einfachste Fall ist die Unterscheidung von nur zwei
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Kategorien. Grundsatzlich verwendet die SVM zwei verschiedene Konzepte, die
,Large Margin Separation“ (Breiter-Rand-Klassifikator) und die Kernel-Funktion.

Die Trennung mit Hilfe des Breiter-Rand-Klassifikators kann durch die Klassifizierung
von linear trennbaren Datenpunkten motiviert sein, indem eine trennende
Hyperebene zwischen zwei Datenpunktgruppierungen gelegt wird. Die eine Gruppe
wird positiv und die andere Gruppe negativ genannt. Dabei ist es wichtig, dass der
Abstand der Hyperebene zu den Datenpunkten, die der Hyperebene am nachsten
sind, maximal ist. Dadurch wird sichergestellt, dass nicht nur der Trainingsdatensatz
sondern auch die zuklUnftigen unbekannten Datenpunkte richtig klassifiziert werden.
Die Punkte, die der Hyperebene am nachsten liegen, werden Support Vectors
(Stutzvektoren) genannt, die in Abbildung 3-7 gekennzeichnet sind. Nur diese
Vektoren beeinflussen die Lage der Hyperebene, wobei alle anderen Datenpunkte
keinen Einfluss auf die Position haben. Fur dieses Konzept ist nicht die exakte Lage
der Datenpunkte ausschlaggebend sondern nur die relative Position bzw. die

Ahnlichkeit der Datenpunkte untereinander.

Abbildung 3-7: Graphische Erklarung der Large Margin Separation einer SVM.
w= Gewichtungsvektor (verandert nach [82])

Die Entscheidungsfunktion fir die Berechnung der SVM ist in Formel 3.10
beschrieben.

f(x)=(w,x)+b (3.10)
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Fur die trennende Hyperebene gilt f(x) =0 und fur die Trennspanne (engl. Margin)
zwischen den Stutzvektoren gilt —1S<w,x>+b£l. Far die Stutzvektoren, die wie

beschrieben, genau an den Randern der Margin liegen gilt f(x)=-1 und f(x)=1.
Ein neues Objekt wird also je nach Vorzeichen von f(x) einer der beiden Klassen

zugeordnet.

Das zweite Konzept ist die Kernel-Methode, die bei nicht linear trennbaren Daten
Verwendung findet und bei der die Ahnlichkeit zwischen zwei Datenpunkten
berechnet wird. Das Ziel der Kernel-Methode ist es, den Vektorraum sowie die
Trainingsvektoren so in einen mehrdimensionalen Raum zu Uberfuhren, so dass die
verschachtelten Vektoren linear trennbar werden. In diesem hodherdimensionalen
Raum wird daraufhin die trennende Hyperebene bestimmt. Diese Hyperebene wird
dann durch die Rucktransformation in den niedrigerdimensionalen Raum zu einer

Hyperflache, die die Vektoren linear trennt. [82, 83]

Berechnung der Sensitivitat und Spezifitat

Um diese Klassifikatoren bewerten zu kdnnen, eignet sich die Berechnung der
Sensitivitat und Spezifitat. Diese Werte sind gerade fur die klinische Diagnostik
wichtig, da anhand der Sensitivitat (Empfindlichkeit) einer Methode die Fahigkeit
bestimmt wird, Kranke als krank zu identifizieren. Die Spezifitat (Genauigkeit) einer
Testmethode ist die Fahigkeit, Gesunde als gesund zu identifizieren. Beide Werte
werden in Prozent angegeben und durch den Vergleich des Testresultats mit der
.,wahren Diagnose“ beispielsweise aufgrund einer Biopsie, ermittelt. Diese
Ergebnisse werden herkdmmlicherweise in einer sogenannten Vier-Felder-Tabelle

dargestellt, die die vier moglichen Aussagen zusammenfasst [84].

Tabelle 3-1: Vier-Felder-Tabelle

krank gesund
Test positiv richtig positiv (rp) falsch positiv (fp)
Test negativ falsch negativ (fn) richtig negativ (rn)

Die Sensitivitat berechnet sich nach Formel 3.11.

rP
rP+fN

Sensitivitit = (3.11)
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Die Spezifitat berechnet sich nach Formel 3.12.

r
Spezifitit = —~ 3.12
P+ [ ( )

Diese beiden Werte sind im Zusammenhang mit der Diagnostik von Produkten der
Regenerativen Medizin mittels Raman-Spektroskopie wichtig, um die Zuverlassigkeit

der Raman-Spektren bestimmen zu kdénnen.
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4. Material und Methoden

In den folgenden Abschnitten ist eine Ubersicht (iber die in dieser Arbeit verwendeten

Materialien und Gerate gegeben. Ferner werden die angewendeten Methoden

beschrieben.

4.1.Materialien und Gerate

Die verwendeten Gerate, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien, Medien, Puffer und

Ldsungen sowie die biologischen Materialien sind in den folgenden Unterpunkten

genannt.

4.1.1. Verwendete Gerate

Die Laborgerate, die fur die Anfertigung dieser Arbeit notwendig waren, sind in der

folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 4-1: Verwendete Gerate

Gerat Kennzeichnung |Hersteller Firmensitz
Waldner , .
Abzug Faz 1 Laboreinrichtungen Wangen im Allgau, D
Einbettautomat |Shandon Frankfurt, D
Getinge ;
GE 66 Skarhamm AB Skarhamm, SE
Autoklav Typ 24 Melag Lugano, |
FEDEGARI , .
FVS/3 Fedegari Berlin, D
Hirschmann

Becherglas, Glas und
Kunststoff

diverse GroRRen

Laborgerate GmbH
& Co KG

Eberstadt, D

. Soft Imagin .

CCD Kamera F-View Systemsg 9 Munster, D

DU420A-BR-DD |Andor Belfast, IE
Cryotom CM3000 Leica Nussloch, D
Durchflusszytometer |FACSCalibur Becton Dickinson |Heidelberg, D
Einbettautomat Citadell 1000 Shandon Frankfurt a.M., D
Eismaschine UBE 125 Ziegra Isernhagen, D
Feinwaage 200A Sartorius AG Gottingen, D
Feuchtekammer gﬁ;nrlr?tgr g';snge Gnostics Wien, A
Folienschweildgerat | Melaseal Melag Berlin, D
Gefrierschrank
-20°C Hera freeze Liebherr Bulle, CH
-80°C Heraeus Hanau, D
Glaspipetten §5mrlﬁ|5 ml, 10 ml, Hirschmann Eberstadt, D
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Gerat Kennzeichnung |Hersteller Firmensitz
Heil3luftsterilisator ST-5050 Heraeus Hanau, D
Kamera AxioCam HRC Zeiss Gottingen, D
Kiihlplatte Model No. 2084 |Bavimed Birkenau, D
Laborgerate
Kohlschrank |- Liebherr g'beraCh a.d.Riss,
Kivetten [ -=——- Assistent Sondheim, D
Kryobox Mr. Frosty | ------ Nalgene Roskilde, DK
Laborflaschen diverse Grollen |Schott AG Mainz, D
Laminar Flow Herasafe KS Thermo Scientific | Schwerte, D
Heraguard
Laser dfBeam-785-s Toptica Photonics Munchen, D

AG

Linienstrahler Pen-Ray, Xenon [LOT-Oriel Darmstadt, D
Magnetrahrer MR Hei-Tec Heidolph Schwabach, D
Instruments
Hirschmann
Messkolben diverse GroRen |Laborgerate GmbH | Eberstadt, D

& Co KG

Messzylinder

diverse GrofRen

Hirschmann
Laborgerate GmbH
& Co KG

Eberstadt, D

IX 71 Olympus Hamburg, D
Mikroskop Axio Vert 200M | Zeiss Gottingen, D
FXA Nikon Dusseldorf, D
Neubauerzahl- | Marienfeld Lauda-Koénigshofen,
kammer D
Objektiv hJFZ’{/?/nSApo, 60x, Olympus Hamburg, D
Objekttragerkorbe | ------ Assistent Sondheim, D
Paraffinspender .
(61°C) T Typ 47311 Medax Nagel Kiel, D
pH-Meter SevenEasy Mettler Toledo Schwarzbach, CH
Pinzetten diverse GroRen |Assistent Sondheim, D
Multipette Eppendorf Hamburg, D
Varipetten:
. Reference 10 ul, |Eppendorf Hamburg
Pipette 200 pl, 1000
Vollpipetten: 5 ml, .
10 ml, 25 ml Brand Wertheim
Pipettenstopfgerat Technoplug Tecnomara AG Zurich, Ch
Pipettierhilfe Pipetboy acu :;tegr.a Fernwald, D
iosciences
Prazisionswaage Precisa 4000C | Sartorius AG Géttingen, D
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Gerat Kennzeichnung |Hersteller Firmensitz
Eigenentwicklung E%unhofer IPM, Freiburg, Stuttgart, D
Raman-Spektrometer inVia Raman .
microscope Renishaw Gloucester, UK
Rotationsmikrotom RM 2145 Leica Nussloch, D
Ruhrfische —  |-—-- Assistent Sondheim, D
Septophag Hesse Emmerich, D
Spektrograph HoloSpec /1.8 gilsiz:n(:ptlcal Ann Arbor, US
Skalpellklingenhalter |[------ Assistent Sondheim, D
Spatel |- Assistent Sondheim, D
Desinfector . . .
Spiilmaschine Automatic G7735 Miele Pieterlich, CH
Hamo DS Hamo Pieterlich, CH
Stickstoffbehalter fur
Langzeitkon- Biosafe®MD Messer Cryotherm |Kirchen, D
servierung
ﬁgfacfﬁzzggﬁirﬁe ------ Medax Nagel Kiel, D
Vakuumpumpe  |--—---- neoLab GmbH Heidelberg, D
Vortexer VF2 Janke & Kunkel Staufen, D
Warmeschrank [ ------ Memmert Schwabach, D
Wasseraufarbeitungs- Super Q Millipore Eschborn, D
anlage
Wasserbad U3 Julabo Seelbach, D
Zellzahlgerat Casy-1 Scharfe Systems | Reutlingen, D
Multifuge 3 S-R  |Heraeus Hanau, D
Zentrifuge Cytogpin 3 Heraeus Hanau, D
Centrifuge 5415 R | Eppendorf Hamburg, D
Centrifuge 5415 C | Eppendorf Hamburg, D

Fur die Raman spektroskopischen Untersuchungen der vitalen Zellen und der
Kryoschnitte sind zwei verschiedene Raman-Spektrometer verwendet worden, die im

Folgenden beschrieben werden.

a) Eigenentwicklung

Das Raman-Spektrometer, das fur die Untersuchungen der vitalen Zellen
Verwendung fand, entstand in Zusammenarbeit mit dem Fraunhofer-Institut fir
Physikalische Messtechnik (IPM) in Freiburg. Ein schematischer Aufbau ist in
erhaltliches

Abbildung 4-1 gezeigt. Dieses Gerat kombiniert ein kommerziell

Mikroskop mit einem Raman-Spektrometer. Der Raman-Aufbau ist mit einem 785 nm
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Laser (Ausgangsleistung 85 mW), einem Notch-Filter, einem Spektrographen und
einer CCD-Kamera ausgestattet (Details siehe Tabelle 4-1). Fur die Fokussierung
des Lasers auf die Probe wird ein 60x Wasserimmersionsobjektiv mit einer

numerischen Apertur (NA) von 1,2 verwendet.

Probe
Objektiv
Notch Filter Pinhole
Strahllteiler, |
Spiegel |
CCD-Kamera N
I CCD-Kamera
Mikroskop
Laser

Abbildung 4-1: Schematischer Aufbau des Raman-Spektrometers [49]

Der Strahlengang des Lasers ist in Abbildung 4-2 dargestellt und wird mit Hilfe der

folgenden Einzelteile auf die Probe fokussiert.

Spektrograph

Mikroskop

Abbildung 4-2: Strahlengang des Lasers des Raman-Spektrometers [49]
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Der Laserstrahl wird tber Umlenkspiegel in einen optischen Isolator gefuhrt, der bei
einer eventuellen Reflexion des Laserstrahls die Beschadigung des Lasers
verhindert. Um eventuell auftretende Randfrequenzen abzuschirmen, wird der
Laserstrahl uber einen Polarisator linear polarisiert. Danach erfolgt die Aufweitung
des Laserstrahls Uber zwei Beam-Expander, um eine optimale Ausleuchtung des
verwendeten Objektivs zu erzielen. Ein Shutter ist zwischen die beiden
Strahlaufweiter eingebaut, damit der Laserstrahl bei Bedarf blockiert werden kann.
Dieser Laserstrahl wird dann Uber einen Sideport an den Strahlengang des
Mikroskops gekoppelt und durch ein Objektiv auf die Probe fokussiert. Das von der
Probe gestreute Licht gelangt durch denselben Strahlengang des Mikroskops auf
einen Notch-Filter, an dem die Anregungswellenlange reflektiert wird. Dieser Filter
Iasst also nur das Raman gestreute Licht durch, welches Uber zwei Umlenkspiegel in
den Spektrographen gelangt. Durch ein holographisches Gitter wird dieses
wellenlangenveranderte Licht spektral zerlegt und in einer fir den nahen IR-Bereich
optimierten CCD-Kamera detektiert. Die zweite CCD-Kamera, die an das Mikroskop
angeschlossen ist, sowie die Software cellB (Olympus, Minster, D), dienten der
Aufnahme des mikroskopischen Bildes. Fir die Aufnahme der Spektren wird die
Software des Kameraherstellers (Andor SOLIS for Imaging, Andor, Belfast, UK)

verwendet.

b) inVia Raman-Mikroskop
Die Analyse von Kryoschnitten erfolgte mittels des inVia Raman-Mikroskops
(Renishaw), an der QUT, Chemistry Department, (Brisbane, AUS). Dieses
handelsltbliche Raman-Mikroskop verfigt Uber einen 785 nm Laser und im
Gegensatz zum eigenentwickelten Aufbau, Uber einen Linienlaser mit einer
Fokuslange von ca. 20 ym. Ferner handelt es sich um ein Auflichtmikroskop, das mit
einem 50x short distance Luftimmersionsobjektiv ausgestattet ist. Da es sich um ein
handelslbliches Gerat handelt, wird der Strahlengang dieses Aufbaus nicht weiter

erlautert.
4.1.2. Verwendete Verbrauchsmaterialen

Alle notwendigen Verbrauchsmaterialen sind in der folgenden Tabelle 4-2

zusammengefasst.
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Tabelle 4-2: Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material Kennzeichnung | Hersteller Firmensitz

Casy-Cups  [-——- Ratiolab GmbH Dreieich, D
Lab-Tek, w/

Chamber-Slides Cover Glas Slide |Nalge Nunc New York ,USA
8 Well/ 4 Well

Deckglaser 24 x 60 mm Assistent Nordheim, D

Einbettzubehor  [------ Shandon Frankfurt a.M., D
Safe Skin Nitrile Koblenz-

Einmalhandschuhe

Kimberly Clark

und Latex Rheinhafen, D
. . 5ml, 10 ml, Greiner Bio-One .
Einmalpipetten 25 mi GmbH Frickenhausen, D
0,5ml, 1,5 ml,
Eppendorf-Tubes 2 ml Safe-lock |Eppendorf Hamburg, D
Tubes
FACS Calibrite Beads L .
Calibrite TM3 |7 BD Biosciences Heidelberg, D
RNase & DNase
. . frei Greiner Bio-One ,
Filter tips 10 pl, 200 pl, GmbH Frickenhausen, D
1000 pl

Gewebekulturflaschen

Cellstar® Tissue
Flask

25 cm?, 75 cm?,

Greiner Bio-One
GmbH

Frickenhausen, D

175 cm?
Nunc Cryo

Kryordéhrchen Tube™ Vials, EgNC GmbH & Co. Wiesbaden, D
18 ml

Liquid Blocker Super PapPen |Dako Hamburg, D

. Blades Model Leica Instruments ,
Mikrotommesser 1818 GmbH Mannheim, D
Objekttrager fur Micro Slides X- :

Cytospots Tra-Adhesive Surgipath Peterborough, UK
Objekttrager fur die Poly-L-Lysin , .
Antikérperfarbung beschichtet Fisher Scientific Schwerte, D
Objekttrager aus Edelstahlstucke
Stahl fir Raman- mit Objettrager- [Werkstatt QUT Brisbane, AUS
Spektroskopie abmessungen
Parafim®  [-—---- Roth Karlsruhe, D
. long form, .

Pasteurpipetten 230 nm Hirschmann Eberstadt, D

. 60 mm?, Greiner Bio-One .
Petrischalen 94 mm2.145 mm? | GmbH Frickenhausen, D

. . 5ml, 10 ml, Greiner Bio-One .

Pipetten, Einweg 25 mi GmbH Frickenhausen, D

. . Easy-Load, 10 pl, [ Greiner Bio-One .
Pipettenspitzen 200 ul, 1000 i GmbH Frickenhausen, D
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Material Kennzeichnung | Hersteller Firmensitz
. Greiner Bio-One ,
Polystyrol-Réhrchen 10,6 ml GmbH Frickenhausen, D
. Bayha®, C. Bruno Bayha .
Skalpellklingen abgerundet GmbH Tuttlingen, D
. . Omnifix 1 ml, B. Braun Melsungen
Spritzen, Einweg 2 ml. 5 ml, 20 ml | GmbH Melsungen, D
Whatman®, | 5 peicher & Schuell | Dassel, D
- 0,2 ym
Sterilfilter i
Sterivex®, -
Millipore Eschborn, D
0,2 um
Vorfilter far Glass Fiber -
Sterilfiltration Prefilters Millipore Eschborn, D
Cellstar® 6 und Greiner Bio-One
Zellkulturplatten 12 Well mit Frickenhausen, D
GmbH
Deckel
Zellkulturschale mit — Greiner Bio-One .
Glasboden CELLview GmbH Frickenhausen, D
. 3 Cellstar® Blue Greiner Bio-One .
Zentrifugenrohrchen Cap 15 ml, 50 ml | GmbH Frickenhausen, D
Zellsiebe 70 um BD Biosciences Heidelberg, D

4.1.3. Verwendete Chemikalien

Die in Tabelle 4-3 aufgelisteten Chemikalien fanden wahrend der Anfertigung dieser

Arbeit Verwendung.

Tabelle 4-3: Verwendete Chemikalien

Chemikalie Hersteller Firmensitz
Alcian Blau 8 XG Merck Darmstadt, D
Alizarin Rot S Sigma-Aldrich Steinheim, D
Aluminiumsulfatiésung Merck Darmstadt, D
Ammoniak Merck Darmstadt, D
Aquatex® Merck Darmstadt, D
Ascorbat-2-Phosphat Merck Darmstadt, D
Bicoll Biochrom AG Berlin, D
Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Steinheim, D
Calciumchlorid (CaCl;) x 2 H,0 Merck Darmstadt, D
CASY®-clean Scharfe-System Reutlingen, D
CASY®-ton Scharfe-System Reutlingen, D
Chondroitinase Sigma-Aldrich Sydney, AUS
Dako Cytomation antibody diluent Dako Hamburg, D
Dexamethason Sigma-Aldrich Steinheim, D
Dinatriumhydrogenphosphat Merck Darmstadt, D
DMEM Ham’s F12 gm;aboratones Pasching, AT
DMEM-Pulver Gibco Invitrogen Karlsruhe, D
DMSO Sigma-Aldrich Steinheim, D
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Chemikalie Hersteller Firmensitz
Eisen(lll)-chlorid-Losung 29% Sigma Aldrich Castle Hill, AUS
Eisessig Roth Karlsruhe, D
Endothelial Cell Growth Medium mv | Promocell Heidelberg, D
Epidermal Growth Factor BD Biosciences Heidelberg, D
Ethanol 100% Roth Karlsruhe, D
Ethanol 96 % Merck Darmstadt, D
Ethidiumbromid Sigma-Aldrich Steinheim, D
(Eégﬁi\r;?fég'l/toetraess'gsa“re Sigma-Aldrich Steinheim, D
Eukitt Mounting Medium Sigma Aldrich Castle Hill, AUS
FACS ®-Clean Becton Dickinson Heidelberg, D
FACS ®-Flow Becton Dickinson Heidelberg, D
FACS ®-Rinse Becton Dickinson Heidelberg, D
Fast Green Sigma Aldrich Castle Hill, AUS
FBS Stain Buffer BD Biosciences Heidelberg, D
FcR Blocking Reagent Miltenyi Biotec GmbH |Bergisch Gladbach, D
Fotales Kalberserum (FCS) Gibco Invitrogen Karlsruhe, D
Gentamycinlésung (10 mg/ml) Gibco Invitrogen Karlsruhe, D
Hamalaun Merck Darmstadt, D
Hamatoxylin Sigma Aldrich Castle Hill, AUS
Histofix (4% Paraformaldehyd) Roth Karlsruhe, D
Hydrocortison Sigma-Aldrich Steinheim, D
3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) | Sigma-Aldrich Steinheim, D
Indomethacin Sigma-Aldrich Steinheim, D
Insulin, human Sigma-Aldrich Steinheim, D
Intrastain Dako Hamburg, D
Isomount Labonord Templemars, F
Isopropanol Merck Darmstadt, D
ITS+ Sigma-Aldrich Steinheim, D
Kaliumchlorid (KCI) Merck Darmstadt, D
Kaliumdihydrogencarbonat (KH,CO3) | Merck Darmstadt, D
Jlfezratipocyte Growth Medium (KGM) Promocell Heidelberg, D
usatze
Kernechtrot Merck Darmstadt, D
Kollagenase NB4 Serva Elektrophoresis | Heidelberg, D
L-Glutamin Gibco Invitrogen Karlsruhe, D
L-Prolin Sigma-Aldrich Steinheim, D
Magnesiumchlorid (MgCl,) x 6 H,O Merck Darmstadt, D
MCDB 131 Medium Gibco Invitrogen Karlsruhe, D
Melanocyte Growth Medium M2 Promocell Heidelberg, D
Natriumchlorid (NaCl) Sigma-Aldrich Steinheim, D
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3) |Merck Darmstadt, D
Natriumhydroxidplatzchen (NaOH) Merck Darmstadt, D
O.C.T. Compound Sakura Finetek Tokyo, JP
Olrot O-Lésung Merck Darmstadt, D
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Chemikalie Hersteller Firmensitz
Paraffin Labonord Templemars (F)
Penicillin/Streptavidin (Pen/Strep) Gibco Invitrogen Karlsruhe, D
Peroxidase Blocking Reagent Ready- Dako Hamburg, D
to-Use

Pronase Roche Basel, CH
Pyruvat Sigma-Aldrich Steinheim, D
Roticlear Roth Karlsruhe, D
Safranin O Sigma Aldrich Castle Hill, AUS
Salzsaure (HCI), 0,1 N Merck Darmstadt, D
Salzsaure (HCI), 32 %, pro analysis |Merck Darmstadt, D
Stickstoff Linde Pullach, D
TGF-B3 R&D Systems Wiesbaden, D
Tris HCI Sigma-Aldrich Steinheim, D
Trizma® base Sigma-Aldrich Steinheim, D
Trypanblau Sigma-Aldrich Steinheim, D
Trypsin-EDTA Gibco Invitrogen Karlsruhe, D
Tween 20 Merck Darmstadt, D
Versene Gibco Invitrogen Karlsruhe, D
Xylol Merck Darmstadt, D
B-Glycerolphosphat Sigma-Aldrich Steinheim, D

Die immunchemische Charakterisierung der zu analysierenden Zellpopulationen fand

unter Anwendung der nachfolgenden Antikorper statt.

Tabelle 4-4: Verwendete Antikorper fiir die immunchemischen Farbungen

Antikorper Klon Isotyp |Hersteller Firmensitz
Aggrekan 1R11 14A6 |1gG1 Invitrogen Karlsruhe, D
Kollagen Typ 1 | - 8H5 IgG2a | Acris Antibodies | Herford, D
Kollagen Typ 2 Il -4C11 IgG1 Acris Antibodies | Herford, D
Melan-A A 103 IgG1 Dako Glostrup, DK
Prolyl-4-Hydroxylase

beta (P4Hbeta) 5B5 IgG1 Abcam Cambridge, USA
Pan-Cytokeratin AE1/AE3 IgG1 Abcam Cambridge, USA
Isotyp 1gG1 polyklonal |------ Dako Glostrup, DK
Isotyp IgG2a polyklonal | ------ Dako Glostrup, DK

Die folgenden Kits fanden fur die Durchfihrung der immunchemischen Analysen der

Proben Verwendung:

Tabelle 4-5: Verwendete Kits fiir immunchemischen Farbungen

Kit fur Antikorperfarbung | Details Hersteller | Firmensitz

Nachweisreagenz fur

die Antikorperfarbung BioGenix

AEC Substrate Pack Hamburg, D
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Kit fur Antikorperfarbung |Details Hersteller | Firmensitz
AEC Substrate Pack gizcz\r,\vtieliisjﬁzgfzrr]tznjgé BioGenix |Hamburg, D
e e e o |moGenix | Hamburg. D
Dako EnVision System gizcmﬁi;gae?fz?éﬂé Dako Hamburg, D

Die Analyse intrazellularer Proteine sowie die Detektion zellularer Oberflachenmarker

erfolgten Uber den Einsatz nachstehend aufgelisteter Antikdrper.

Tabelle 4-6: Verwendete Antikorper fiir die durchflusszytometrischen Analysen

Antikorper Klon Isotyp |Hersteller Firmensitz
CD90 PE 5E10 IgG2a |Beckman Coulter |Krefeld, D

CD45 APC 2A5 IgG1 Beckman Coulter |Krefeld, D
P4Hbeta 5B5 IgG1 Abcam Cambridge, USA
Fibroblast Surface

Protein (FSP-1) 1B10 IgM Abcam Cambridge, USA
IgM polyklonal | ------ Acris Antibodies | Herford, D

IgG1 APC polyklonal | ------ Beckman Coulter |Krefeld, D

lgG2a PE polyklonal |------ Beckman Coulter |Krefeld, D

2nd FITC |- | e Dako Hamburg, D

4.1.4. Verwendete Medien, Puffer und Losungen

Die Zusammensetzungen bzw. Bezugsquellen aller Medien, Puffer und Lésungen

sind im folgenden Abschnitt angegeben.

Tabelle 4-7: Zusammensetzungen der verwendete Medien, Puffer und Losungen

Zusammensetzung

NaCl 140 mM

KCI 2 mM

PBS, pH 7,2 KH,PO4 1,5 mM
Na,HPO4 x 2H,0 8,5 mM

H.O bidest. ad 1000 ml

NaCl 140 mM

KCI 2 mM

KH,PO4 1,5 mM

PBS”, pH 7,2 Na,HPO4 x 2H,0 8,5 mM
MgCl, x 6 H,O 0,5 mM

CaCl, x 2 H,0O 0,9 mM

H-O bidest. ad 1000 ml

NaCl 140 mM

KCI 2 mM

; KHoPO4 1,5 mM
PBST/EDTA, pH 7.2 Na,HPO, x 2H,0 8,5 mM
Na-EDTA Salz 0,5mM

H-O bidest. ad 1000 ml
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Zusammensetzung

Trypsin 0,5%

Trypsin/EDTA Na4sEDTA 53 mM

NaCl 145,5 mM

- Trypsin/EDTA 10 ml

Trypsinldosung Versene 2d 100 mi

. . + 500 U/ml

Kollagenaselosung Kollagenase in PBS 3 U/ml

Trypanblau 5,2 mM

Trypanblauldsung NaCl 154 mM

H,O bidest. ad 200 ml

Kultivierungsmedium fur FCS . 50 m

Fibroblasten und HaCaT Gentamycin S ml

DMEM ad 500 ml

Rinderhypophysenextrakt 2 mi

Epidermal Growth Factor 62,5 ng

Insulin 2,5mg

Kultivierungsmedium fur Hydrocortison 165 ug

Keratinozyten Epinephrin 195 g

Transferrin, holo 5mg

CaCly 0,06 mM

KGM ad 500 mi

Kultivierungsmedium fir Gentamycin 1ml

Melanozyten Melanocyte Growth Medium M2 ad 100 mi

- . y Gentamycin > ml

rultivierungsmodium fir Endothelial Cell Growth Medium ad 500 ml

L-Glutamin 20 ml

Pen/Strep 5 mi

Kultivierungsmedium fir FCS 75 ml

hMEC-1 Hydrocortison 500 pl

Epidermal Growth Factor 5 ug

MCDB 131 ad 500 ml

. , . FCS 50 ml

AR - |

Knochenmarkstammzellen, ¢2E2[|beai21_1F))hOSphat (siehe 500 ul

porcine Chondrozyten DMEM Ham's F12 ad 500 mi

- . . FCS 50 ml
Kultivierungsmedium fur

SW1353 Pen/Strep 5 mi

DMEM Ham'S F12 ad 500 mi

Fir die immunchemischen Farbungen fand zunachst die Herstellung der
Stammldésungen statt, aus denen dann die jeweiligen Arbeitslésungen und die
Blockierungslosung hergestellt wurden.
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Tabelle 4-8: Zusammensetzungen der verwendeten Stammlésungen fiir die immunchemischen

Farbungen
Stammldsungen | Zusammensetzung
Waschpuffer, BioGenix Kit
Trizma®base 60,6 g
TBS Puffer (0,5 M), pH 7,6 NaCl 87,66 g
VE-Wasser ad 1000 ml
Waschpuffer, Dako Kit
Tris HCI 65,3 g
Lésung A Trizma®base 11,89
VE-Wasser ad 500 ml
, NaCl 146,1 g
Losung B VE-Wasser ad 500 ml
. s CaCl; x 2H,0 7,359
Calciumchlorid-Losung VE-Wasser 2d 50 mi
Tabelle 4-9: Zusammensetzungen der verwendeten Arbeitslésungen fiir die immunchemischen
Farbungen
Arbeitslosungen Zusammensetzung
TBS Puffer (0,5 M) 100 ml
Waschpuffer, BioGenix Kit Tween 5 ml
VE-Wasser ad 1000 ml
Lésung A 200 ml
Lésung B 60 ml
Waschpuffer, Dako Kit (LJ?IC|umchIor|d- 4 ml
Oosung
BSA 249
VE-Wasser ad 2000 ml
BSA 1 ml
Blockierungslésung, BioGenix Kit FCS 2,5 ml
TBS (0,05 M) ad 50 ml

Fur die Durchfihrung der histologischen Farbungen wurden die nachfolgend

beschriebenen Lésungen eingesetzt, deren Herstellungsvorschriften im Anschluss an

Tabelle 4-10 beschrieben sind.

Tabelle 4-10: Zusammensetzungen der verwendeten Stammlésungen fiir die histologischen

Farbungen

Zusammensetzung

Alcian Blau-Farbel6sung, pH 1

. . o Alcian Blau 8GX 29
Alcian Blau-Losung (1%) Essigsaure (3%) ad 200 ml
Kernechtrot 0,29
Kernechtrotlésung (0,1%) wassrige
Aluminiumsulfatlésung (5%) ad 200 ml
Alizarin Rot S-Farbelosung
Alizarin Rot S 0,25¢
Ammoniak 250 pl
VE-Wasser ad 25 ml
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Safranin O/ Fast Green- Zusammensetzung
Farbelosung
o Eisessig 1 ml
0,
Essigsaure (1%) VE-Wasser 99 mi
o Safranin 0,125¢g
_ 0
Safranin-Lésung (0,125%) VE-Wasser ad 100 ml
N Fast Green 0,01g
_ 0
Fast Green-LAsung (0,01%) VE-Wasser ad 100 ml
: ; Hamatoxylin 19
Weigertsche Losung A
g 9 Ethanol (96%) ad 100 ml
Eisen(lll)-chlorid-L6sung
Wei he L B 29% 4 ml
eigertsche Losung VE-Wasser 95 ml
Salzsaure (25%) 1 ml
Olrot O-Firbelésung
Olrot O 0,59
99% Isopropanol ad 100 ml

a) Alcian Blau-Farbung
Der blaue Farbstoff wurde in der 3%igen Essigsaure durch Ruhren aufgeldst, ein pH-
Wert von eins eingestellt und diese Losung abschlielRend mit Hilfe von Filterpapier
filtriert. FOr die Herstellung der Kernechtrotlosung wurde die 5%ige
Aluminiumsulfatiosung auf einer Heizplatte bis zum Sieden erhitzt, das
Kernechtrotpulver hineingegeben und diese Mischung gekocht bis das Pulver
vollstandig gelost war. Nach dem Erkalten der Lésung fand eine Filtration durch

Filterpapier statt.

b) Alizarin Rot S-Farbung
Die Alizarin Rot-Farbelésung musste vor Gebrauch frisch hergestellt werden, indem
der Farbstoff in VE-Wasser gelést und anschlieBend die Ammoniaklésung

hinzugegeben wurde.

c) Olrot O-Farbung
Die Olrot O-Stammlésung bestehend aus 0,5 g Olrot O geldst in 100 ml Isopropanol
wurde vor Gebrauch in einem Verhaltnis von 1,5:1 mit VE-Wasser verdinnt.

Anschliellend war die Filtration der L6sung mittels eines Filterpapiers notwendig.
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d) Safranin O/ Fast Green-Farbung
Die Herstellung der Safranin O- als auch der Fast Green-Farbelésungen bestand in
der Losung der jeweiligen Chemikalie in VE-Wasser. Des Weiteren war die
Herstellung einer 1%igen Essigsaureldsung aus Eisessig und VE-Wasser notwendig.
Fur die Vorbereitung der Weigertschen Losung wurden Lésung A und Losung B in

einem Verhaltnis von 1:1 gemischt.

Fur die Differenzierung der Knochenmarkstammzellen und Fibroblasten in
Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten wurde ein in-vitro-Differenzierungs-
assay verwendet. Fur diesen Versuchsansatz erfolgte zunachst die Herstellung der
Stammldsungen, die dann fur das Ansetzen der Arbeitslosungen genutzt wurden. Die

Zusammensetzungen dieser Losungen sind in Tabelle 4-11 und Tabelle 4-12

beschrieben.

Tabelle 4-11: Zusammensetzung der verwendeten Stammlésungen fiir den in-vitro-

Differenzierungsassay

Stammlosungen Losungsmittel Konzentration

B-Glycerophosphat Aqua bidest 1 ymol/ml
Ascorbat-2-Phosphat Aqua bidest 50 mg/ml
Dexamethason Ethanol, 100% 1 umol/ml
Insulin, human Aqua bidest 10 mg/ml
IBMX DMSO 500 ymol/ml
Indomethacin DMSO 100 pmol/ml
Pyruvat Aqua bidest 100 mg/ml
L-Prolin Aqua bidest 40 mg/ml

Tabelle 4-12: Zusammensetzung der verwendeten Arbeitslosungen fiir den in-vitro-

Differenzierungsassay

Arbeitslosung Zusammensetzung
Dexamethason 10 pl
Insulin, human 10 pl
IBMX 10 pl
Adipogene Differenzierung | Indomethacin 10
FCS 1 mi
Pen/Strep 100 pl
DMEM high glucose ad 10 ml
Ascorbat-2-Phosphat 10 pl
Dexamethason 1l
Pyruvat 10 pl
Chondrogene L-Prolin 10 pl
Differenzierung ITS+ 100 pl
(TGF-B3 10 pl)
Pen/Strep 100 pl
DMEM high glucose ad 10 ml

46




4. Material und Methoden

Arbeitslosung Zusammensetzung
B-Glycerophosphat 100 pl
Ascorbat-2-Phosphat 10 pl
. . Dexamethason 1l
Osteogene Differenzierung FCS 1 mi
Pen/Strep 100 pl
DMEM high glucose ad 10 ml

4.1.5. Verwendetes biologisches Material
Das biologische Material, das zur Isolierung der Zellen verwendet wurde, ist in den
folgenden Abschnitten naher beschrieben. Aullerdem werden Angaben zu den

genutzten Zelllinien gemacht.

4.1.5.1. Porcines Material
Das porcine Material aus dem sowohl Chondrozyten als auch
Knochenmarkstammzellen gewonnen wurden, stammt von 6-Monate alten deutschen
Landrasseschweinen (15-25 kg). Die Enthahme der Hinterbeine dieser Tiere erfolgte
in der Abteilung Experimentelle Medizin der Universitatsklinik Tubingen woran sich

der gekuhlte Transport dieser Materialien nach Stuttgart anschloss.

4.1.5.2. Humanes Material

Zur Gewinnung von Fibroblasten, Keratinozyten und mikrovaskularen (mv)
Endothelzellen fand humanes Vorhautgewebe von Patienten, die jlinger als acht
Jahre alt sind, Verwendung. Als Transportmedium des Gewebes kam DMEM mit 1%
Gentamycin zum Einsatz. Die Isolation der Melanozyten erfolgte aus Gewebe
weiblicher Patienten im Alter von 36, 58 und 63 Jahren.

Fur die Isolation der humanen Knochenmarkstammzellen fand Spongiosa aus dem
Huftkopf Verwendung, die wahrend Huftimplantationsoperationen an weiblichen und
mannlichen Patienten im Alter zwischen 56 und 77 Jahren am Universitatsklinikum
Wilrzburg entnommen wurden.

Der humane Gelenkknorpel und der Knochen wurden wahrend Knieimplantations-

operationen am Prince Charles Hospital in Brisbane (Australien) entnommen.

4.1.5.3. Humane Zelllinien
Die verwendeten Zelllinien sind in der folgenden Tabelle aufgefihrt.
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Tabelle 4-13: Verwendete humane Zelllinien

Zellen Lieferant Firmensitz
HaCaT DKFZ Heidelberg, D
SW1353 ATCC / LGC-Promochem Wesel, D
HCHON Provitro GmbH Berlin, D
hMEC-1 Centers for Disease Control and Prevention | Atlanta, USA

4.2. Methoden

Dieser Abschnitt dient der Beschreibung aller Methoden, die wahrend der

Anfertigung dieser Arbeit genutzt wurden.

4.2.1. Isolierung und Kultivierung primarer Zellen
Grundsatzlich fanden alle Arbeitsschritte unter sterilen Bedingungen, d.h. unter
geeigneten Sterilbanken statt, um Kontaminationen der Zellkulturen ausschlief3en zu
konnen. Ferner waren alle Medien, Losungen und Puffer aus eigener Herstellung
steril zu filtrieren (Filterporengrof3e: 0.22 uym) und ausschliel3lich sterile Gegenstande
und Verbrauchsmaterialien zu verwenden. Fir die Kultivierung der Zellen wurden
Brutschranke mit gesattigter Wasserdampfatmosphare, einem CO,-Gehalt von 5%
und einer Temperatur von 37°C verwendet. Die Arbeitstechniken, die fir die
Isolierung, Kultivierung und Aufrechterhaltung der Zellkulturen notwendig waren, sind

in den folgenden Abschnitten aufgefuhrt.

4.2.1.1. Porcine Chondrozyten
Fur die Isolation der porcinen Chondrozyten wurde der hyaline Knorpel des Femurs
verwendet. Die Zellisolation untergliedert sich in die folgenden Arbeitsschritte:
* Freilegung des Knieknorpels mittels Skalpell
= Abtragung der oberen 1 — 1,5 cm des hyalinen Knorpels und Uberfiihrung dieser
Gewebestiicke in ein mit 30 ml PBS™ gefiilltes 50 ml Zentrifugenrdhrchen
= Flinfmaliges Waschen der Knorpelstiicke mit 25 ml PBS*
» Uberfiihrung der Knorpelstiicke und 25 ml PBS* in eine Petrischale (145 mm?)
= Zerkleinerung der Probe in 1 mm? groRe Stiicke mittels Skalpell
= Uberfiihrung der Knorpelstiicke in eine mit 100 ml Kultivierungsmedium und 10%
Kollagenaseldsung (3 U/ml) geflllte Schottflasche
» |nkubation dieser Mischung unter Ruhren (Ruhrfisch, Magnetrihrer, 200 rpm)
uber Nacht bei 37°C im Wasserbad
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Uberfiihrung dieser Mischung in zwei 50 ml Zentrifugenréhrchen und Zentrifu-
gation bei 1000 rpm fur 10 min

Zweimaliges Waschen mit 25 ml PBS*

Resuspension und Vereinigung beider Zellpellets in 5 ml Kultivierungsmedium
Bestimmung der Zellzahl und —vitalitat mittels Neubauerkammer

Aussaat von 1,15x10* Zellen/cm?

Medienwechsel alle 2-3 Tage

Passagieren der Chondrozyten spatestens bei 80% Konfluenz

Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS/EDTA

Zugabe von 0,25%iger Trypsin/EDTA-L6sung und Inkubation fur 3 min im
Brutschrank

Uberfiihrung der Zellsuspension in 50 ml Zentrifugenrdhrchen

Resuspendieren und Abstoppen mit 1 ml FCS

Bestimmung der Zellzahl und —vitalitat mittels Neubauerkammer (siehe Abschnitt
4.2.3)

Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm flr 5 min

Konzentration flr Versuche oder Weiterkultivierung einstellen

4.2.1.2. Porcine Knochenmarkstammzellen

Fur die Isolierung der porcinen Knochenmarkstammzellen wurde der bei der

Isolierung der Chondrozyten verbleibende Femurknochen verwendet.

Aufsagen des Femurs am Gelenkkopf mittels einer Knochensage

Herauskratzen des Knochenmarks mit Hilfe eines scharfen Loffels und
Uberfiihren in eine mit einem Rihrfisch und 200 ml PBS™ geflillte Schottflasche
Vereinzelung der Zellen unter Rihren (Ruhrfisch, Magnetriihrer 200 rpm) bei
37°C im Wasserbad fur 45 min

Uberfiihrung der Zellsuspension in 4 x 50 ml Zentrifugenréhrchen unter
Verwendung von Zellsieben und anschlielliender Zentrifugation bei 1200 rpm fir
10 min

Uberstand absaugen, Waschen der Zellen mit PBS® und Zentrifugation bei
1000 rpm flr 10 min

Resuspension der Zellen in jeweils 25 ml PBS”
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Uberschichten von jeweils 15 ml Bicoll Lésung mit Zellsuspension und Dichte-
gradientenzentrifugation bei 1250 rpm fur 30 min mit minimaler Bremskraft der
Zentrifuge

Abnahme der gewlinschten Zellschicht mit Hilfe einer Pipette, Uberfiihrung und
Vereinigung aller Zellen in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen und Zentrifugation bei
1000 rpm flr 5 min

Waschen des Zellpellets mit 50 ml PBS® und erneute Zentrifugation bei
1000 rpm flr 5 min

Resuspension des Zellpellets mit Kultivierungsmedium und Bestimmung der
Zellzahl und -vitalitat mittels der Neubauerkammer

Aussaat von 6,6*10* Zellen/cm?

Medienwechsel alle 2-3 Tage

Passagieren der Knochenmarkstammzellen spatestens bei 80% Konfluenz
Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS/EDTA

Zugabe von 0,25%ige Trypsin/EDTA-L6sung und Inkubation far 3 min im
Brutschrank

Uberfiihrung der Zellsuspension in 50 ml Zentrifugenréhrchen

Resuspendieren und Abstoppen mit 1 ml FCS

Bestimmung der Zellzahl und —vitalitat mittels Neubauerkammer (siehe Abschnitt
4.2.3)

Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm flr 5 min

Konzentration flr Versuche oder Weiterkultivierung einstellen

4.2.1.3. Humane Knochenmarkstammzellen

Die Isolierung der humanen Knochenmarkstammzellen erfolgte aus Spongiosa. Es

waren folgende Arbeitsschritte notwendig:

50

Probe (Spongiosa aus Huftkopf + 10 ml Kultivierungsmedium aus Klinikum) flr
5 min bei 1200 rpm zentrifugieren

Uberstand (vor allem das Fett) vollstédndig absaugen

Zugabe von 10 ml Kultivierungsmedium und kraftiges Schitteln dieser Mischung
um die Zellen aus den Knochenstucken herauszuwaschen

Aufnahme des Uberstands und Uberfiihrung in ein 50 ml Zentrifugenrohrchen
unter Verwendung eines Zellsiebs (100 um), um Knochenstlicke zurtickzuhalten
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Funfmalige Wiederholung dieses Waschschrittes und Vereinigung aller
Uberstéande in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen

Zentrifugation der Zellsuspension fur 5 min bei 1200 rpm

Uberstand absaugen und Resuspension der Zellen in 25 ml Medium
Bestimmung der Zellzahl und -vitalitat mit der Neubauerkammer

Aussaat von 3,4*10° Zellen/ cm?

Waschen der Zellen mit PBS™ nach ca. 2 - 3 Tagen, um alle nicht adhérenten
Zellen zu entfernen

Medienwechsel alle 2-3 Tage

Passagieren der Knochenmarkstammzellen spatestens bei 80% Konfluenz
Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit PBS/EDTA

Zugabe von 0,25%iger Trypsin/EDTA-Lésung und Inkubation fur 3 min im
Brutschrank

Uberfiihrung der Zellsuspension in 50 ml Zentrifugenrdhrchen

Resuspendieren und Abstoppen mit 1 ml FCS

Bestimmung der Zellzahl und —vitalitat mittels Neubauerkammer (siehe Abschnitt
4.2.3)

Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm flr 5 min

Konzentration flr Versuche oder Weiterkultivierung einstellen

4.2.1.4. Humane Fibroblasten

Die Fibroblasten wurden nach dem folgenden Protokoll isoliert und kultiviert.

Uberfiihrung der Vorhautbiopsie in Petrischale und zweimaliges Waschen mit
PBS

Entfernen von Fett und Bindegewebe mittels Skalpell

Zerkleinern des Biopsiematerials in 3-5 mm grof3e Stlicke

Enzymatisches Verdauen mit Dispase-Lésung (2 U/ml in PBS") fir 16-18 h bei 4-8°C
Trennen von Epidermis und Dermis mittels zweier Pinzetten

Dermis flr Isolation der Fibroblasten verwenden und Epidermis fur die Isolation
der Keratinozyten verwenden (siehe Abschnitt 4.2.1.5)

Absaugen der Dispase-Losung

Zerkleinern der Dermisstiicke mit Skalpell

Uberfiihrung des Materials in 50 ml Zentrifugenréhrchen mit Pinzette
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Zugabe von 10 ml Kollagenaselosung (500 U/ml) und Inkubation fur 45 min bei
37°C im Brutschrank

Zugabe von 10 ml Kultivierungsmedium

Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm fur 5 min

Absaugen des Uberstands und Resuspension des Zellpellets mit 10 ml
Kultivierungsmedium

Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm fur 5 min

Absaugen des Uberstands, Resuspension des Zellpellets mit 2 ml
Kultivierungsmedium

Aussaat in T25-Zellkulturflasche und Kultivierung im Brutschrank

Zugabe von 2 ml Kultivierungsmedium nach 24-stundiger Kultivierung
Medienwechsel alle 2-3 Tage

Passagieren der Fibroblasten spatestens bei 100% Konfluenz

Absaugen des Mediums, Zugabe von 2 ml PBS/EDTA und Inkubation fur 5 min
im Brutschrank

Zugabe von 2ml 0,25%iger Trypsin/EDTA-L6sung und anschlieRender
Inkubation fur 3 min im Brutschrank

Uberfiihrung der Zellsuspension in 50 ml Zentrifugenrohrchen

Resuspendieren und Abstoppen der Enzymreaktion mit 1 ml FCS
Zellzahlbestimmung mittels Casy1 (siehe Abschnitt 4.2.3)

Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm flr 5 min

Konzentration einstellen flr Versuche oder Weiterkultivierung

4.2.1.5. Humane Keratinozyten

Die weitere Bearbeitung der Epidermis zur Isolierung der Keratinozyten erfolgte nach

folgendem Protokoll:
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Absaugen der Dispase-Losung

Zerkleinerung der Epidermis mittels Skalpell

Uberfiihrung des Materials in 50 ml Zentrifugenréhrchen mit Pinzette

Zugabe von 10 ml 0,25%-iger Trypsin/EDTA-L6sung und Inkubation fir 18 min
bei 37°C im Brutschrank

Vereinzeln der Zellen durch Resuspension (2 min)

Abstoppen der Enzymreaktion durch Zugabe von 1 ml FCS und Zentrifugation
der Zellen bei 1000 rpm fir 5 min
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Uberstand absaugen und Resuspension des Zellpellet mit 2 ml Kultivierungs-
medium

Aussaat in T25-Zellkulturflasche und Kultivierung im Brutschrank

Nach 4 h Kultivierung, Abnahme des Mediums und Uberfiihrung in neue T25-
Zellkulturflasche, Zugabe von 4 ml Kultivierungsmedium in erste Kultivierungs-
flasche

Medienwechsel alle 2-3 Tage

Passagieren der Keratinozyten spatestens bei 80 % Konfluenz

Absaugen des Mediums, Zugabe von 2 ml PBS/EDTA und Inkubation fur 10-
30 min im Brutschrank

Zugabe von 2 ml 0,25%iger Trypsin/EDTA-LOsung und Inkubation fur 3 min im
Brutschrank

Uberfiihrung der Zellsuspension in 50 ml Zentrifugenrdhrchen

Resuspendieren und Abstoppen der Enzymreaktion mit 1 ml FCS
Zellzahlbestimmung mittels Casy1 (siehe Abschnitt 4.2.3)

Zentrifugation der Zellen 1000 rpm fur 5 min

Konzentration einstellen flr Versuche oder Weiterkultivierung

4.2.1.6. Humane mv Endothelzellen

Neben den humanen Fibroblasten lassen sich auch mv Endothelzellen aus dem

dermalen Teil der Vorhautbiopsien isolieren. Hierfir war es erforderlich, die

Aufarbeitung der Hautbiopsie bis zur Trennung von Dermis und Epidermis, wie in

Protokoll in Abschnitt 4.2.1.4 beschrieben, durchzufihren und anschlieRend die mv

Endothelzellen wie folgt zu isolieren:

Dermis in Petrischale Uberfuhren, in Streifen schneiden und mit 10 ml PBS”
/EDTA spllen

Inkubation mit 10 ml Trypsin/EDTA-LAsung fur 40 min bei 37°C im Brutschrank
Abstoppen der Enzymreaktion mit 1 ml FCS

Uberfiihren der Dermisstiickchen in eine mit 37°C warmen Kultivierungsmedium
geflllte Petrischale

Ausstreichen der Stlckchen unter leichtem Druck von allen Seiten mittels
Skalpell

Uberfiihren der Zellsuspension in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen unter

Verwendung eines Zellsiebes und Zentrifugation bei 1000 rpm fir 5 min

53



4. Material und Methoden

Uberstand absaugen, Resuspension des Zellpellets mit 4 ml Kultivierungs-
medium und Zellzahlbestimmung mittels Neubauerkammer (siehe Abschnitt
4.2.3)

Aussaat in T25-Zellkulturflaschen mit einer Konzentration von 0,12*10° Zellen/cm?
Nach 4 h Kultivierung, Abnahme des Mediums und Uberfiihren in neue T25-
Zellkulturflasche, Zugabe von 4 ml Kultivierungsmedium in erste Kultivierungs-
flasche

Medienwechsel alle 2-3 Tage

Passagieren der Zellen wie in Abschnitt 4.2.1.5 beschrieben

4.2.1.7. Humane Melanozyten

Die Isolation der humanen Melanozyten erfolgte aus dem epidermalen Teil adulter

Haut weiblicher Spender nach folgendem Protokoll.
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Uberfiihren von ca. 8 cm? der Hautbiopsie in sterile Petrischale

Dreimaliges Waschen der Biopsie mit je 10 ml PBS”

Entfernen von Fettgewebe, sichtbarer Adern, Verunreinigungen oder
Beschadigungen der Haut

Zerkleinern der Haut in 1 — 2 cm dunne Streifen und erneutes Waschen mit
10 ml PBS”

Uberfiihren des Biopsiematerials in 50 ml Zentrifugenréhrchen mit Pinzette
Zugabe von 4 ml Dispase und Inkubation fir 3 h bei 37°C im Brutschrank
Uberfiihren des kompletten Inhalt des Zentrifugenréhrchens in Petrischale
Absaugen der Dispase-Losung und zweimaliges Waschen mit je 10 ml PBS”
Trennen von Epidermis und Dermis mittels zweier Pinzetten, Verwerfen der
Dermis

Uberfiihren der Epidermisstiicke in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen mit Pinzette
und Inkubation mit 10 ml Trypsin/EDTA-Lésung fir 5 min bei 37°C im
Brutschrank

Zugabe von 10 ml PBS™ und Vortexen bzw. Schitteln

Uberfiihren der Zellsuspension durch ein Zellsieb (70 ym) in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen und Zentrifugation fir 10 min bei 1000 rpm

Resuspension des Zellpellets mit 4 ml  Kultivierungsmedium  und
Zellzahlbestimmung mittels Neubauerkammer (siehe Abschnitt 4.2.3)

Aussaat von 5 x 10* Zellen/cm? und Inkubation bei 37°C im Brutschrank
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Medienwechsel alle 2-3 Tage

Passagieren der Melanozyten sobald dichte Kolonien erkennbar sind, spatestens
jedoch nach 10 Tagen

Absaugen des Mediums und Waschen der Zellen mit 5 ml PBS’

Zugabe von 1 ml Trypsin/EDTA und Inkubation flr 3 — 10 min bei 37°C

Zugabe von 10 ml Kultivierungsmedium und Uberfiihren der Zellsuspension in
50 ml Zentrifugenrohrchen

Zentrifugation der Zellen fir 5 min bei 1000 rpm

Konzentration einstellen fur Versuche oder Weiterkultivierung

4.2.1.8. Humaner Gelenkknorpel und Knochen

Die Gewinnung der humanen Gelenkknorpel- und Knochenstlcke erfolgte aus den

Biopsien adulter Patienten.

Uberfiihren der Biopsie in sterile Petrischale

Waschen der Biopsie mit PBS*

Heraustrennen einer Knorpelprobe (Breite ~ 2 cm) mit mdglichst unbeschadigter
Oberflache bis zur tiefen Zone

Heraustrennen von 1 cm? groRen Knochenstiicken

Uberfiihren der Proben in 15 ml Zentrifugenrdhrchen und Uberschichten mit
4%iger Paraformaldehydlésung zur Fixierung fur 2 h bei 4°C

Uberfiihrung der Knorpelprobe in ein mit O.C.T Compound gefiilltes 2 ml
Eppendorf Tube und Aufbewahrung bei -80°C bis zur Verwendung

Uberfiihrung der Knochenprobe in PBS™ und Aufbewahrung bei 4°C bis zur

Verwendung

4.2.2. Kultivierung humaner Zelllinien

Die Kultivierung der humanen Zelllinien startete mit einer vom Anbieter versendeten

Kryokultur und folgende Arbeitsschritte waren zum Auftauen und Kultivieren der

Zellen notwendig:

Auftauen der Zellen im Wasserbad bei 37°C bis nur noch kleine Eisklimpchen
sichtbar sind

Uberfiihren der aufgetauten Zellsuspension in 10 ml, auf 37°C vorgewarmtes
Kultivierungsmedium und Zentrifugation bei 1000 rpm fir 5 min

Absaugen des Uberstands, Resuspension der Zellen in Kultivierungsmedium

und Aussaat in Zellkulturflaschen zur Kultivierung im Brutschrank
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= Medienwechsel alle 2-3 Tage

= Passagieren der Zellen bei 80% Konfluenz

= Absaugen des Mediums, Zugabe von 2 ml PBS/EDTA und Inkubation fir 5 min
im Brutschrank

= Zugabe von 2 ml 0,25%iger Trypsin/EDTA-L6sung und anschlieRender
Inkubation fur 3 min im Brutschrank

= Uberflhrung der Zellsuspension in 50 ml Zentrifugenréhrchen

= Resuspendieren und Abstoppen der Enzymreaktion mit 1 ml FCS

= Zellzahlbestimmung mittels Casy1 (siehe 4.2.3)

= Zentrifugation der Zellen bei 1000 rpm fur 5 min

= Konzentration einstellen fur Versuche oder Weiterkultivierung

4.2.3. Zellzédhlung und Vitalitatsbestimmung

In dieser Arbeit fanden zwei Methoden fur die Bestimmung der Zellzahl Verwendung.
FUr die automatische Zellzahlung wurden 100 ul einer Zellsuspension mit 10 mi
Casyton verdinnt und 3 x 400 ul dieser Mischung mittels eines Casy-1-Gerates
gemessen.

Die manuelle Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung erfolgte unter Verwendung einer
Neubauerzahlkammer. Hierfir wurden 10 yl  Trypanblauldsung mit 10 pl
Zellsuspension gemischt, in die Neubauer-Zahlkammer pipettiert und sowohl lebende
als auch tote Zellen ausgezahlt. Dabei entspricht das Volumen in den vier
GroRquadraten, die fiir die Zellzahlung verwendet wurden, 0,1 mm®. Die Vitalitat
berechnet sich dabei aus dem Quotienten lebender Zellen und Gesamtzellzahl

multipliziert mit 100.

4.2.4. Immunzyto- und histologische Farbungen
Es wurden zwei unterschiedliche Detektionssysteme fir die Antikérperfarbungen
verwendet, die sich sowohl in der Bindung des sekundaren Antikorpers als auch in
dem verwendeten Substrat unterscheiden. Die flir die immunchemischen Farbungen
notwendigen Probenpraparationen sowie die detaillierten Protokolle der Farbungen

sind in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben.

4.2.4.1. Herstellung von Zytospots und Fixierung von Zellen
FuUr die Herstellung von Zytospots wurden die gewunschten Zellen abgelost, gezahit
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und mit PBS* auf die gewiinschte Konzentration (1*10° Zellen/ml) eingestellt. Die
Apparatur aus Objekttrager, Filterpapier, Trichter und Klammer wurde in die
Zentrifuge eingesetzt und mit je 200 ul Zellsuspension befullt. Die Zentrifugation
erfolgte bei 500 rom fir 10 min. AnschlieBend wurden die Zellen auf den
Objekttragern mit eiskaltem Methanol fixiert und dann bis zur Verwendung bei -20°C
eingefroren.

Damit die Morphologie von Zellen fur die immunchemische Farbung erhalten bleibt,
wurden Zellen in Chamber Slides ausgesat und fur die Farbung fixiert. Dafur wird das
Medium nach der Kultivierung von 24-48 Stunden abgesaugt und mit PBS™ gesplilt.
AnschlieRend werden die Zellen mit eiskaltem Methanol fir 10 min fixiert und dann

bis zur Verwendung bei -20°C eingefroren.

4.2.4.2. Fixierung und Einbetten von Gewebe

FUr die immunchemische und histologische Charakterisierung von Gewebe wurde
dieses in 4%iger Paraformaldehyd-Lésung bei Raumtemperatur fixiert. Die
Praparate, die in Paraffin eingebettet werden sollten, wurden nach dem Fixierschritt
in mit Filterpapier ausgelegte Einbettkassetten Uberfuhrt. Die Entwasserung der
Praparate erfolgte Uber eine aufsteigende Alkoholreihe und der anschlielRenden
Uberfiihrung in Paraffin. (Programm des Einbettautomaten: Leitungswasser | 1 h,
Leitungswasser Il 1h, Ethanol 70% 1 h, Ethanol 90% 1 h, Ethanol 96% 1 h,
Isopropanol | 1 h, Isopropanol Il 1 h, Isopropanol/ Xylol 1:1 1 h, Xylol | 1 h, Xylol Il
1 h, Paraffin | 3 h, Paraffin Il 3 h). Nach Ablauf des Einbettprogramms wurden die
Einbettkassetten direkt aus dem Automaten in 60°C vorgewarmtes Paraffin Gberfuhrt,
dann auf einer Heizplatte mit einem Skalpell zugeschnitten und in eine mit heillem
Paraffin geflillte Metallschale gelegt. Nach dem Ausharten des Paraffins bei RT
lagerten die Blocke bis zur Verwendung bei 4°C.

Fur die Anfertigung von Kryopraparaten war es notwendig, die fixierten Proben in

O.C.T. Compound zu geben und bis zur Verwendung bei -80°C einzufrieren.

4.2.4.3. Herstellung von Kryoschnitten
Die Herstellung der Kryoschnitte erfolgte in einem auf -25°C vorgekihlten
Gefriermikrotom, in dem die Gewebeprobe zunachst mit O.C.T. Compound auf den
Objekttisch fixiert wurde. Um eine glatte Schnittflache zu erhalten war zuerst die

Anfertigung einiger Trimmschnitte mit einer Dicke von 30 ym notwendig, bevor die
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10 uym dicken Kryoschnitte angefertigt und auf Objekttrager tberfuhrt wurden. Diese

Schnitte konnten bis zur Verwendung bei Raumtemperatur aufbewahrt werden.

4.2.4.4. Herstellung von Paraffinschnitten
Die Herstellung der Paraffinschnitte erfolgte mit einem Rotationsmikrotom. Um eine
glatte Schnittoberflache zu erhalten, wurden zunachst Trimmschnitte mit einer Dicke
von 30 pm angefertigt. Die 3 ym dicken Schnitte mussten dann auf einer 38°C
warmen Wasseroberflache gestreckt und schlieRlich auf beschichtete Objekttrager
gezogen werden. Die Trocknung der Schnitte erfolgte auf einer Heizplatte mit einer
Temperatur von 42°C fir ca. 1 h. Die Schnitte konnten bis zur Verwendung bei RT

gelagert werden.

4.2.4.5. Entparaffinierung von Paraffinschnitten
Um die Bindungsstellen fur Antikbrper und andere Farbstoffe wieder frei zuganglich
zu machen und um unspezifische Hintergrundfarbungen zu vermeiden, war eine
Entparaffinierung der Schnitte nach folgendem Schema notwendig.
e Erwarmen der Paraffinschnitte fir 15 min bei 60°C im Warmeschrank
e Absteigende Alkoholreihe (Roticlear | 10 min, Roticlear Il 3 min, 2 x EtOH 96%
2 min, EtOH 70% 2 min, EtOH 50% 2 min, VE-Wasser)

4.2.4.6. Durchfiihrung der immunchemischen Férbung

Fur die immunchemischen Farbungen wurden 2 unterschiedliche Detektions-Kits
verwendet. Die im Folgenden beschriebenen Arbeitsschritte waren fur die
Anwendung des BioGenex Super Sensitive™ IHC Detection System notwendig.
a) BioGenex Kit

= Umkreisen der Zytospots oder Gewebeschnitte mit Dako Pen

= Waschen in Waschpuffer fir 2 min

= Blockieren der endogenen Peroxidasen mit Peroxidase Blocking solution (Dako)

fir 10 min bei RT

= Waschen in Waschpuffer fir 2 min

= Blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit Blockierungslésung fur 20 min bei RT

= Blockierungsldsung abtropfen, nicht abwaschen

* |nkubation mit Primarantikorper bzw. Isotypkontrolle Gber Nacht bei 4°C

= Dreimaliges Waschen in Waschpuffer fur je 5 min

» |nkubation mit Link-Lésung (Verdinnung 1:100) fir 20 min bei RT

58



4. Material und Methoden

Dreimaliges Waschen in Waschpuffer fur je 5 min

Inkubation mit Label-Losung (Verdinnung 1:100) far 20 min bei RT

Dreimaliges Waschen in Waschpuffer fur je 5 min

Inkubation mit AEC Substrate Chromogen (Verdinnung 1:50) fur 2-5 min bei RT
Dreimaliges Waschen mit VE-Wasser

Inkubation mit Hamalaun fur 15 s bei RT

Waschen mit VE-Wasser

Blauen unter fliellendem Leitungswasser fur 5 min bei RT

Eindecken mit Aquatex

Trocknen Uber Nacht im Abzug

Lichtmikroskopische Untersuchung der Farbungen

Dako® Kit
Umkreisen der Zytospots oder Gewebeschnitte mit Dako Pen (entfallt far
Chamber Slides)
Waschen in Waschpuffer flr 2 min
Blockieren der endogenen Peroxidasen mit Peroxidase Blocking Solution fir
10 min bei RT
Waschen in Waschpuffer flr 2 min
Blockieren unspezifischer Bindungsstellen mit Blockierungslésung fir 20 min bei RT
Blockierungsldsung abtropfen, nicht abwaschen
Inkubation mit Primarantikérper bzw. Isotypkontrolle fur 60 min bei RT
Dreimaliges Waschen in Waschpuffer fur je 2 min
Inkubation mit Sekundarantikérper fur 30 min bei RT
Dreimaliges Waschen in Waschpuffer fur je 2 min
Inkubation mit DAB Substrate Chromogen (Verdlinnung 1:50) fir 5 min bei RT
Waschen mit VE-Wasser
Inkubation mit Hdmalaun fir 15 s bei RT
Waschen mit VE-Wasser
Blauen unter flieRendem Leitungswasser flr 5 min bei RT
Eindecken mit Aquatex
Trocknen uber Nacht im Abzug
Lichtmikroskopische Untersuchung der Farbungen
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4.2.4.7. Durchfiihrung der histologischen Farbungen

Die Protokolle der unterschiedlichen histologischen Farbemethoden sind in den

nachstehenden Abschnitten beschrieben.

a) Alcian Blau-Farbung
Die Alcian Blau-Farbung wurde angewandt, um Glykosaminoglykane in Gewebe-
schnitten sichtbar zu machen. Hierfur war es notwendig die Paraffinschnitte vor der
Farbung zu entparaffinieren (siehe Abschnitt 4.2.4.5) Folgendes Farbeprotokoll
wurde durchgefuhrt.

= Uberfiihren der Schnitte in 0,1 N HCI fir 3 min

= Farben in Alcian Blau-Farbeldsung fur 30 min

= Kurzes Spulen mit 0,1 N HCI und dann mit VE-Wasser

= Gegenfarbung mit Kernechtrot-Farbelosung fur 3-5 min

= Waschen in VE-Wasser

= Entwassern der Praparate mit aufsteigender Alkoholreihe (2 min 96%, 2 min

100%, 5 min Isopropanol I, 5 min Isopropanol II)
= Eindecken mit Isomount
= Trocknen Uber Nacht im Abzug

= Lichtmikroskopische Untersuchung der Farbungen

b) Alizarin Rot S-Farbung
Mit Hilfe der Alizarin Rot S-Farbung sollten Ca,HPO4-Ablagerungen, die typisch flr
die Mineralisierung der extrazellularen Matrix wahrend der osteogenen
Differenzierung sind, nachgewiesen werden. Diese Strukturen zeigen eine rote bis
rotbraune Farbung. Folgendes Protokoll wurde flir diese Farbung angewendet:

= Fixierung der Zellmonolayer mit eiskaltem Methanol flr 10 min bei RT

= Waschen der Zellen mit VE-Wasser

= Farben mit Alizarin Rot S-Farbeldsung flr 2 min

= Entfernen von Uberschussiger Farbelésung mit VE-Wasser

= Eindecken mit Aquatex

= Trocknen Uber Nacht im Abzug

= Lichtmikroskopische Untersuchung der Farbungen
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c) Olrot O-Farbung
Um Lipide innerhalb eines Praparates anzufarben, wurde die Olrot O-Farbung
durchgefuhrt. Intrazellulare Lipidvesikel, die wahrend der adipogenen Differenzierung
von den Zellen produziert werden, zeigen eine rote bis orange-rote Farbung. Durch
die Gegenfarbung mit Hamalaun werden die Zellkerne blau gefarbt. Die
durchzufuhrenden Arbeitsschritte fur diese histologische Farbung sind im folgenden
Abschnitt beschrieben:
» Fixierung der Zellmonolayer mit Histofix fur 10 min bei RT
= Waschen der Zellen mit VE-Wasser und Inkubation mit 60% Isopropanol fur
5 min
= Farben mit Olrot O-Farbeldsung fir 10 min bei RT
= Entfernen Uberschussiger Farbelésung zunachst mit 60% Isopropanol, dann mit
VE-Wasser
= Gegenfarbung mit Hamalaun far 5 min
= Waschen mit Leitungswasser

= Direkt anschlielende lichtmikroskopische Untersuchung der Farbungen

d) Safranin O/ Fast Green-Farbung
Die Safranin O-Farbung wurde verwendet, um die unterschiedlichen Zonen des
Knorpels zu detektieren. Die Proteoglykane werden dabei rot und Kollagenstrukturen
grun angefarbt. Die Zellkerne zeigen durch das Eisenhamatoxylin eine schwarze
Farbe. Das Farbeprotokoll beinhaltete folgende Schritte:

= Fixieren der Kryoschnitte mit eiskaltem Aceton fir 10 min bei 4°C

= Inkubation mit Weigertscher Lésung fur 5 min bei RT

= Waschen der Schnitte unter laufendem Leitungswasser fur 10 min

= Inkubation mit Fast Green-Farbeldsung flr 4 min bei RT

= Spulen mit 0,1% Essigsaure fir 5 min bei RT

= FlUssigkeit abtropfen

= Inkubation mit Safranin O-Farbel6sung fir 5 min bei RT

» Entwassern der Praparate (1 min 96% Ethanol, 2 min 100% Ethanol)

» Eindecken der Gewebeschnitte mit Eukitt

= Trocknen Uber Nacht im Abzug

= Lichtmikroskopische Untersuchung der Farbungen
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4.2.5. Durchflusszytometrische Analysen
Da sowohl intrazellulare als auch Oberflachenmarker analysiert wurden, werden im
Folgenden die unterschiedlichen Farbemethoden beschrieben. Fir die
durchflusszytometrischen Analysen fand das FACSCalibur und die Auswertesoftware

CellQuest Pro 4.0.2 (BD Biosciences, Heidelberg, D) Verwendung.

4.2.5.1. Direkte Férbemethode
Die direkte Farbemethode wurde fur die folgenden Antikdrper und die dazugehdrigen
Isotypkontrollen durchgefuhrt: CD90, CD45, 1gG1, I1gG2a.
= Passagieren der Zellen und Einstellung einer Zellkonzentration von
2*10° Zellen/ml mit PBS’
= Uberfihren von 100 pl Zellsuspension in Polystyrol-Réhrchen
= Zugabe von dem jeweiligen Antikdrper- bzw Isotyplésung (1 pg/10° Zellen) und
Inkubation fur 20 min bei 4°C im Dunkeln
= Zweimaliges Waschen mit 300 ul Stain Buffer und Zentrifugation bei 1200 rpm
far 3 min
= Uberstand bis auf 50 yl absaugen (Markierung an Polystyrolréhrchen) und
Resuspension des Zellpellets mit 200 ul Stain Buffer

= Zellen am FACSCalibur vermessen

4.2.5.2. Indirekte Férbemethode
Die indirekte Farbung der Zellen wurde flr den Antikérper FSP und die dazugehorige
Isotypkontrolle IgM durchgefihrt.
» Passagieren der Zellen und Einstellung einer Zellkonzentration von
2*10° Zellen/ml mit PBS
= Uberflilhren von 1 ml Zellsuspension in 15 ml Zentrifugenréhrchen und
Zentrifugation bei 1000 rpm fir 5 min
= Uberstand absaugen und Zellpellet in 50 pl Stain Buffer resuspendieren
= Zugabe von 20 ul FcR Blocking Lésung und Inkubation fir 10 min bei RT
= Zweimaliges Waschen mit 300 ul Stain Buffer und Zentrifugation bei 1200 rpm
fir 3 min
= Uberstand absaugen, Zellpellet in 1 ml Stain Buffer resuspendieren und jeweils
100 ul Zellsuspension in Polystyrol-Réhrchen tberfliihren um die Zellen wie folgt

zu behandeln:
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o 1. Rohrchen: Antikdrper

o 2. Rohrchen: Isotypkontrolle

o 3. Rohrchen: Sekundarantikorper

o 4. Rohrchen: Ungefarbte Probe
Zugabe von Antikorper- bzw. Isotyplosung in jeweils 1. und 2. Rohrchen
(Konzentration: 1 ug Antikorper/1 0° Zellen) und Inkubation fur 20 min bei 4°C
Zweimaliges Waschen mit 300 ul Stain Buffer und Zentrifugation bei 1200 rpm
fur 3 min
Uberstand auf 50 pl absaugen (Markierung an Polystyrolréhrchen) und Zellpellet
in 1., 2. und 3. Réhrchen mit 100 yl Sekundarantikdrperldsung (1:50 verdinnt)
und das 4. Réhrchen mit 100 pl Stain Buffer resuspendieren und fur 20 min bei
RT im Dunkeln inkubieren
Zweimaliges Waschen mit 300 ul Stain Buffer und Zentrifugation bei 1200 rpm
fir 3 min
Uberstand bis auf 50 pl absaugen und Resuspension des Zellpellets mit 200 pl
Stain Buffer

Zellen am FACSCalibur vermessen

4.2.5.3. Intrazelluldre und indirekte Férbemethode

Die intrazellulare und indirekte Farbung war flr den Antikérper P4Hbeta und die

dazugehdrige Isotypkontrolle IgG1 notwendig.

Passagieren der Zellen und Einstellung einer Zellkonzentration von
2*10° Zellen/ml mit PBS’

Uberfiihren von 750 pl Zellsuspension in 15 ml Zentrifugenréhrchen und
Zentrifugation bei 1000 rpm fir 3 min

Uberstand absaugen und mit 75 ul Stain Buffer resuspendieren

Inkubation mit 200 pl IntraStain Reagenz A flr 15 min bei RT

Waschen der Zellen mit 2000 ul Stain Buffer und Zentrifugation bei 1200 rpm flr
3 min

Uberstand bis auf 75 pl absaugen und Zellpellet mit 200 pl IntraStain Reagenz B
resuspendieren und fur 15 min bei RT inkubieren

Zellen mit 2000 pl Stain Buffer resuspendieren und Zentrifugation bei 1000 rpm
fir 3 min

Weiterbehandlung der Zellen wie in Abschnitt 4.2.5.2 beschrieben

Grundsatzlich wurden jeweils 10.000 Zellen einer Probe analysiert.
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4.2.6. In-vitro-Differenzierungsassay

Mit Hilfe eines in-vitro-Differenzierungsassay kann die Plastizitat einer Zellpopulation

uberpruft werden. Durch die Verwendung spezieller Kultivierungsbedingungen sollte

die Differenzierung von mesenchymalen Knochenmarkstammzellen und Fibroblasten

in Adipozyten, Chondrozyten und Osteoblasten induziert werden. Fir die adipogene

und osteogene Differenzierung wurden Monolayerkulturen in 4-well Chamber Slides

verwendet. Im Gegensatz dazu erfolgte die chondrogene Differenzierung in einer

Pelletkultur in 15 ml Zentrifugenrohrchen. Im Folgenden sind die verschiedenen

Differenzierungsassays beschrieben.

a) Adipogene Differenzierung

Aussaat von 1*10° Zellen pro Kammer eines Chamber Slides mit 1 ml
Kultivierungsmedium und Kultivierung bis 100% Konfluenz

Austausch von Kultivierungsmedium gegen adipogenes Differenzierungsmedium
in 2 Kammern, weitere Kultivierung der restlichen 2 Kammern mit
Kultivierungsmedium als Negativkontrolle

Medienwechsel alle 2-3 Tage

Abbruch der Differenzierung nach 14 Tagen Kultivierungszeit mit
Differenzierungsmedium

Analyse des Differenzierungsgrades mit der Olrot O-Farbung (siehe Abschnitt
4.24.7)

b) Chondrogene Differenzierung
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Zentrifugation von 2,5*10° Zellen in einem 15 ml Zentrifugenrdhrchen bei
1200 rpm flr 5 min

Uberstand abnehmen und Zellpellets vorsichtig mit 1 ml Differenzierungsmedium
uberschichten

Zugabe von TGF-B3 zu Differenzierungsansatzen, als Negativkontrolle dienen
die Pelletkulturen ohne Supplementation des Wachstumsfaktors aber unter
Verwendung des Differenzierungsmediums

Medienwechsel alle 3-4 Tage

Abbruch der Differenzierung nach 28 Tagen Kultivierungszeit durch Fixierung
der Zellpellets mit Histofix und Einbetten in Paraffin (siehe Abschnitt 4.2.4.2)
Analyse des Differenzierungsgrades mit der Alcian Blau-Farbung (siehe
Abschnitt 4.2.4.7)
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c) Osteogene Differenzierung

» Aussaat von 1*10° Zellen pro Kammer eines Chamber Slides mit 1 ml
Kultivierungsmedium und Kultivierung bis 100% Konfluenz

= Austausch von Kultivierungsmedium gegen osteogenes Differenzierungsmedium
in 2 Kammern, weitere Kultivierung der restlichen 2 Kammern mit
Kultivierungsmedium als Negativkontrolle

= Medienwechsel alle 2-3 Tage

= Abbruch der Differenzierung nach 28 Tagen Kultivierungszeit mit
Differenzierungsmedium

= Analyse des Differenzierungsgrades mit der Alizarin Rot S-Farbung (siehe
Abschnitt 4.2.4.7)

4.2.7. Raman spektroskopische Analysen
Grundsatzlich wurden sowohl Zellsuspensionen als auch Kryoschnitte Raman
spektroskopisch analysiert. Die unterschiedlichen Probenvorbereitungen sind in den

nachstehenden Absatzen beschrieben.

4.2.7.1. Untersuchung von Zellsuspensionen

Fur die Raman spektroskopische Untersuchung der vitalen Zellen wurde das in
Abschnitt 4.1.1 beschriebene Raman-Spektrometer verwendet.

Zunachst wurde die CCD-Kamera, die der Aufnahme der Raman-Spektren diente,
auf -70°C heruntergekuhlt, um eine optimale Messung zu gewahrleisten. Durch die
tiefen Temperaturen wird der durch thermisch ausgeloste Ladungen verursachte
Dunkelstrom und somit das Rauschen minimiert. Die Grundkalibrierung der CCD-
Kamera erfolgte mit Hilfe eines Pen-Ray Strahlers und aufgrund des zeitlichen
Aufwandes relativ selten. Diese Xenon-Lichtquelle besitzt charakteristische
Emissionslinien, die an definierten Positionen im Spektrum wieder zu finden sein
mussen. Vor jedem Gebrauch wurde zusatzlich eine Wellenlangenkalibrierung
durchgefiihrt sowie die Laserintensitat mit Hilfe eines Silizium-Wafers Uberpruft.
Grundsatzlich lagen die Zellen flr die Messungen in Suspension vor, die fir die
Untersuchungen in eine Petrischale mit Glasboden in Deckglasstarke gegeben
wurden. Die Fokuseinstellungen wurden dabei so gewahlt, dass der optische Fokus
in der Mitte der zu vermessenden Zellen lag. Um eine mdglichst reproduzierbare
Spektrenaufnahme zu gewahrleisten, wurde der Laserfokus (< 1 um) auf die Mitte

der Zelle gerichtet. Die Integrationszeit betrug einheitlich fir alle Messungen 100 s
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(10x10 s) und pro Versuchsansatz wurden 20-30 Zellen gemessen. Um den Einfluss
des Mediums und des Glasbodens zu minimieren, wurde zu jeder Messung ein
Referenzspektrum des Hintergrundes aufgenommen, das hinterher vom

gemessenen Spektrum subtrahiert wurde.

4.2.7.2. Untersuchung von fixiertem Gewebe
Die Kryoschnitte und das fixierte Knochengewebe wurden mit dem Raman-
Spektrometer an der QUT (siehe Abschnitt 4.1.1) vermessen. Da dieses Gerat sehr
empfindlich auf Glas reagiert, mussten die Kryoschnitte fur die Untersuchungen auf
Edelstahl aufgebracht werden, da dieses Material die Messung am wenigsten
beeinflusste. Die Dicke der Kryoschnitte betrug 20 um, die wie in Abschnitt 4.2.4.3
beschrieben, hergestellt wurden. Die fixierten Knochenstlicke wurden flir die
Messungen nur auf den Edelstahlobjekttrager gelegt und bendtigten keine weitere
Praparation. Vor jedem Gebrauch wurde eine Wellenlangenkalibrierung durchgefuhrt
sowie die Laserintensitat mit Hilfe eines Silizium-Wafers Uberpruft. Auch fur diese
Analysen wurden die Fokuseinstellungen so gewahlt, dass der optische Fokus in der
Mitte der zu vermessenden Zelle lag. Wahrend jeder Messung wurde der Laser
(~20 um) auf die Mitte der Zelle gerichtet um vergleichbare Spektren zu erhalten. Die
Messzeit betrug 100s (2x50s) und pro Schnitt wurden 20-25 Spektren
aufgenommen. Die Knochenproben wurden auf den Edelstahlobjekttrager gelegt und
die Messzeit pro Spektrum betrug 10 s (1x10 s) bei 50% Laserleistung. Pro Probe

wurden 10-15 Spektren aufgenommen.

4.3. Auswertung der Raman-Spektren

Bevor die Raman-Spektren multivariat ausgewertet werden konnten, wurden diese
anhand mehrerer Schritte vorbehandelt, um technische Variationen wie

beispielsweise das Rauschen in den Spektren zu minimieren.

4.3.1. Datenvorbehandlung
Die Bearbeitungsschritte der Spektren waren abhangig von der Probenvorbereitung
sowie vom verwendeten Gerat (siehe Abschnitt 4.1.1) und erfolgten mit Hilfe der
Softwarepakete von OPUS 4.2 (Bruker Optic GmbH, Ettlingen, D), WIRE 2.0
(Renishaw, Gloucester, UK) sowie The Unscrambler 9.8 und 10.1 (Camo Software
AS, Oslo, N).
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a) Spektren der vitalen Zellen

Zunachst wurden die Raman-Spektren auf den sogenannten ,Fingerprint“-Bereich,
der zwischen 600 cm' — 1800 cm™ liegt, zugeschnitten. Innerhalb dieses
Wellenzahlenbereichs liegen die fur diese Anwendungen ausschlaggebenden
Informationen. Der nachste Schritt war die Entfernung von scharfen,
informationslosen Peaks (,Spikes”). Diese Spikes entstehen durch kosmische
Strahlung, die von der empfindlichen CCD-Kamera detektiert werden. Daran schloss
sich die Subtraktion des Referenzspektrums an, da sowohl das Medium als auch der
Glasboden des Messgefalles einen Einfluss auf den Untergrund der Raman-
Spektren haben. Im Anschluss an diese Untergrundkorrektur erfolgte die Korrektur
der Basislinie durch die Verwendung der ,Gummibandmethode“ mit 64 Stutzpunkten.
Ferner wurde das Geraterauschen durch eine Polynomglattung der Raman-Spektren
nach dem Savitzky-Golay Algorithmus mit 9 Stutzpunkten minimiert. Die
Vektornormierung der Raman-Spektren war notwendig um jedes Spektrum auf die

Lange 1 zu normieren.

b) Spektren der fixierten Gewebe

Die Vorbehandlung der Raman-Spektren, aus den Messungen des fixierten
Gewebes auf Edelstahl, wurde sowohl durch den auflichtmikroskopischen Aufbau
des Gerates als auch durch die Geratesoftware vereinfacht. Der gewlnschte
Wellenlangenbereich konnte bereits vor der Aufnahme der Spektren in der Software
WIRE eingestellt werden, d.h. das Zuschneiden auf den ,Fingerprint“-Bereich entfiel.
Aulerdem wurden keine Referenzspektren aufgenommen, da der Laserstrahl direkt
auf die Probe gelenkt wurde und somit kein Signal von stérenden Substanzen in den
Spektren enthalten war. Ansonsten fand eine identische Datenvorbehandlung der

Spektren statt.

4.3.2. Hauptkomponentenanalyse
Fur die Hauptkomponentenanalyse (PCA) der vorbehandelten Raman-Spektren
wurde die Software The Unscrambler genutzt, die grundsatzlich einer Vereinfachung
sowie Strukturierung der Daten diente (siehe Kapitel 3.4). Diese multivariate Analyse
reduziert den Raman spektroskopischen Datensatz auf wenige Hauptkomponenten,
durch die systematische Unterschiede und Ahnlichkeiten zwischen den Spekiren
gefunden werden sollten. Die Auftragung der reduzierten Daten in Form eines Score

Plots (Punktediagramm) wurde verwendet um Trends und Cluster innerhalb der
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Datensatze zu finden. Die Analyse der Loadingspektiren gab Aufschluss daruber,
welche Wellenzahlbereiche die grofdten Unterschiede zwischen den untersuchten

Raman-Spektren darstellten.

4.3.3. ANOVA und Support Vector Machine
Um zu Uberprufen, ob die Intensitaten der charakteristischen Raman-Banden der
Loadingsspektren zwischen den Proben signifikant unterschiedlich sind, wurden
diese mit Fishers ANOVA (Analysis of Variance) und dem Kruskal-Wallis Test unter
Verwendung der Software OriginPro 8.1G (OriginLab, Northampton, MA) analysiert.

P-Werte kleiner als 0,05 wurden als statistisch signifikant definiert.

Die Analyse der Raman-Spektren mittels der SVM erfolgte mit der Software The
Unscrambler. Diese Auswertung diente der Klassifizierung der Daten, in dem die eine
Halfte der Datensatze zum Trainieren der SVM genutzt und die andere Halfte fur die
Vorhersage verwendet wurde. Diese Ergebnisse wurden dann fur die Berechnung

der Spezifitat und Sensitivitat herangezogen.
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5. Ergebnisse

Die Raman spektroskopische Analyse verschiedener primarer Zelltypen wurde an
Hautzellen sowie an mesenchymalen Knochenmarkstammzellen und Chondrozyten
durchgefuhrt. Ein weiterer Fokus lag auf der Unterscheidung primarer Zellen und
Zellen der korrespondierenden Zelllinie. Ein weiteres Ziel war die Raman
spektroskopische Analyse der extrazellularen Matrix von Knorpel- und
Knochenmaterialien anhand von fixierten Proben und Kryoschnitten. Zur Detektion
der nur feinen Unterschiede zwischen den Raman-Spektiren kam eine multivariate
Hauptkomponentenanalyse der spektralen Daten sowie die Signifikanzanalyse

ANOVA und die SVM als Regressionsmethode zum Einsatz.

5.1.Unterscheidung verschiedener primarer Zelltypen

Um nach der Isolierung von Zellen zu Uberprufen, ob die erhaltenen Zellpopulationen
rein und nicht durch andere Zelltypen kontaminiert sind, werden solche primaren
Zellpopulationen in der Regel mit immun- und biochemischen Methoden analysiert.
Eine nicht invasive Methode zur Charakterisierung solcher Zellpopulationen ist die
Raman-Spektroskopie, mit der aufgrund der unterschiedlichen chemischen

Zusammensetzung der Zellen ein zelltypischer ,Fingerprint® dargestellt werden kann.

5.1.1. Hautzellen
Im folgenden Abschnitt sind die Ergebnisse aus einem Vergleich der Raman-

Spektren dermaler und epidermaler Hautzellen dargestellt.

Phanotypische Unterscheidung von dermalen und epidermalen Hautzellen

Fibroblasten sind in der Dermis der Haut lokalisiert, wobei Keratinozyten in der
epidermalen Hautschicht zu finden sind. Wie in Abbildung 5-1 zu sehen ist,
unterschieden sich diese beiden Zelltypen morphologisch voneinander. Die dermalen
Hautzellen, die sehr vereinzelt wachsen, weisen eine spindelférmige Morphologie
auf. Die Keratinozyten wachsen in Kolonien und besitzen eine kubische, kompakte

Form.
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5. Ergebnisse

Abbildung 5-1: Lichtmikroskopische Aufnahmen von primaren Fibroblasten (A) und
Keratinozyten (B). Es sind deutliche morphologische Unterschiede erkennbar, da die Fibroblasten
eine langgestreckte und spindelféormige und die Keratinozyten eine pflastersteinartige Morphologie
aufweisen. Der MaRstabsbalken entspricht in A 200 um und in B 100 ym.

Die Raman-Mittelwertspektren sowie die Standardabweichungen der primaren
Fibroblasten und Keratinozyten sind in Abbildung 5-2 gezeigt. Deutliche
Unterschiede zwischen den Mittelwertspektren werden in den Loading- und
Differenzspektren dargestellt und sind in den Wellenzahlbereichen bei 715 cm™,

874 cm™, 955 cm™, 1042 cm™, 1079 cm™ und 1269 cm™ vorhanden (siehe Tabelle
5-1).
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WMM

0 7 “&\/\W vav,

AL

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Wellenzahl [cm™]
| ——Fibroblasten ——Keratinozyten ——Differenz  —— Loadings |
Abbildung 5-2: Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum primérer Fibroblasten (Nmessung=65, Nspender=3) und Keratinozyten
(NMessung = 68, Nspender = 3). Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des Mittelwertspektrums
der Fibroblasten von dem der Keratinozyten erhalten worden. Die Spektren sind der Anschaulichkeit

halber entlang der Intensitdtsachse verschoben. Anhand der Differenz- und Loadingspektren werden
die spektralen Unterschiede erkenntlich.
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5. Ergebnisse

Alle detektierten Raman-Banden sind fur die Unterscheidung der Fibroblasten und
Keratinozyten signifikant unterschiedlich (siehe Abbildung 5-3).

Die Banden bei 955cm” und 1079 cm” wurden Lipiden zugeordnet und im
Speziellen dem Cholesterol [68, 85]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Bande
bei 956 cm™ aus molekularen Schwingungen des Keratins resultiert [86]. Proteine
und vor allem Kollagen zeigen Raman-Banden in den Wellenzahlbereichen bei
874 cm™, 1037 cm™ und 1268 cm™ [87-91].
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Abbildung 5-3: Vergleich der Intensititen der Raman-Banden, die fiir die Trennung von
priméaren Fibroblasten und Keratinozyten identifiziert wurden. Alle Raman-Banden sind signifikant
unterschiedlich fur die analysierten Zelltypen. * p<0,05 (ANOVA)

Fir die Raman-Bande bei 715cm™” konnte keine Zuordnung in der Literatur
gefunden werden. Die Analyse der SVM zeigt fur die Keratinozyten eine Sensitivitat
von 97% und eine Spezifitdt von 77%.
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5. Ergebnisse

Tabelle 5-1: Raman spektroskopische Unterschiede zwischen primédren Fibroblasten und
Keratinozyten. Die aufgelisteten Raman-Banden sind die signifikantesten Banden in den Differenz-
und Loadingsspektren (siehe Abbildung 5-2) und die Zuordnung zu biochemischen Verbindungen
wurde anhand von Literaturstellen vorgenommen.

Raman-Bande [cm™] Zuordnung Vorkommen Literatur
715 keine Zuordnung Fibroblasten
870-874 vs(C-C) Kollagen Fibroblasten 90
954-956 ¥(C-C) “holesterol Keratinozyten | 68, 85
eratin

) vs(C-C), - ,
1078-1079 v.(C-0) Lipid Keratinozyten | 68
1037-1038 Prolin Kollagen Fibroblasten 88
1268-1269 Amid 11 Kollagen Fibroblasten 87, 89

In Abbildung 5-4 ist der Score-Plot der primdren Fibroblasten und Keratinozyten
gezeigt, in dem PC2 gegen PC1 aufgetragen ist. Es sind zwei deutliche Score-
Cluster zu erkennen, die jeweils einen Zelltypen enthalten und die Uber die PC1-
Achse getrennt sind. Mittels dieser Auswertung werden 58% der spektralen Varianz

erklart.
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Abbildung 5-4: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von priméaren
Fibroblasten (Nmessung = 65, Nspender = 3) Und Keratinozyten (Nmessung= 68, Nspender = 3). Die Scores
dieser Zelltypen bilden jeweils ein Cluster und lassen sich Gber PC1 voneinander trennen. Durch diese
Analyse sind 58% der spektralen Varianz erklart.
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5. Ergebnisse

Die Unterscheidung von Fibroblasten und Keratinozyten wurde auch durch
immunzytologische Farbungen mit den Antikorpern P4Hbeta und Pan-Cytokeratin
gezeigt (siehe Abbildung 5-5). Der P4Hbeta Antikorper wurde verwendet, um
Fibroblasten von Keratinozyten zu unterscheiden, da dieser Marker nur von
Fibroblasten exprimiert wird (siehe Abbildung 5-5 A, C). P4Hbeta ist ein
intrazellulares Enzym, das fur die Synthese und Aufbau verschiedener Kollagene
bendtigt wird [34]. Im Gegensatz dazu, bindet der Pan-Cytokeratin Antikorper
spezifisch an die Keratinozyten und nicht an die Fibroblasten (siehe Abbildung 5-5 B,
D). Cytokeratine sind Strukturproteine, die in dem Zytoplasma von Epithelzellen
lokalisiert sind [31].
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Abbildung 5-5: Immunzytologische Farbungen priméarer Fibroblasten und Keratinozyten.
Fibroblasten zeigen eine intrazellulare P4Hbeta- und keine Pan-Cytokeratin-Farbung (A, B).
Keratinozyten exprimieren kein P4Hbeta, sind allerdings positiv fir Pan-Cytokeratin (C, D). Der
Mafstabsbalken entspricht 200 um.

Unterscheidung von epidermalen Hautzelltypen

Melanozyten und Keratinozyten sind Zelltypen, die in der Epidermis der Haut
vorkommen. Wie in Abbildung 5-6 zu erkennen ist, lassen sich diese beiden
Zelltypen morphologisch unterscheiden.
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5. Ergebnisse

Abbildung 5-6: Lichtmikroskopische Aufnahmen von primaren Melanozyten (A) und
Keratinozyten (B). Es sind deutliche morphologische Unterschiede erkennbar, da die Melanozyten

eine dendritische und die Keratinozyten eine pflastersteinartige Morphologie aufweisen. Der
Malstabsbalken entspricht 100 um.

Das Ziel war es zu Uberprifen, ob sich diese beiden Zelltypen auch anhand ihrer
Raman-Spektren unterscheiden lassen. Abbildung 5-7 zeigt die Mittelwertspektren,
die von primaren Melanozyten und Keratinozyten erhalten wurden sowie die
Differenz- und Loadingspektren. Unterschiede in der Grundlinie sind wichtig fur die
Unterscheidung dieser beiden Zelltypen. Darlber hinaus sind spektrale Unterschiede

in den Bereichen bei 854 cm™, 932 cm™, 1003 cm™ und 1380 cm™ zu finden (Tabelle
5-2).
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Abbildung 5-7: Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum priméarer Melanozyten (Nmessung=74, Nspender=3) und Keratinozyten
(NMessung = 64, Nspender = 3). Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des Mittelwertspektrums
der Melanozyten von dem der Keratinozyten erhalten worden. Die Spektren sind der Anschaulichkeit
halber entlang der Intensitdtsachse verschoben. Anhand der Differenz- und Loadingspektren werden
die spektralen Unterschiede erkenntlich.
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5. Ergebnisse

Wie aus Abbildung 5-8 erkenntlich wird, sind die Unterschiede in den Raman-Banden
bei 854 cm™”, 932 cm™ und 1003 cm™ signifikant. Die Werte der Raman-Bande bei
1380 cm™ sind nicht normal verteilt und konnten deswegen nicht mit der einfachen
ANOVA ausgewertet werden. Diese Daten wurden daher mit Hilfe der Kruskal-Wallis
ANOVA ausgewertet, die fur nicht normalverteilte Daten verwendet wird. Diese
Analyse hat ergeben, dass auch diese Raman-Bande fur Melanozyten und
Keratinozyten signifikant unterschiedlich ist.

Fur die Vorhersage der Daten mit Hilfe der SVM wurde fur die Melanozyten eine

Sensitivitat von 90% und eine Spezifitat von 95% erhalten.
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Abbildung 5-8: Vergleich der Intensititen der Raman-Banden, die fiir die Trennung von
primaren Melanozyten und Keratinozyten identifiziert wurden. Alle Raman-Banden sind signifikant
unterschiedlich fur die analysierten Zelltypen. * p<0,05 (ANOVA)

Die Ringstruktur der Aminosdure Tyrosin wurde zu der Bande bei 854 cm™
zugeordnet. Die helikale Struktur von Proteinen wurde der Bande bei 932 cm
zugeordnet, wobei die Gesamtproteinkonzentration durch die Bande bei 1003 cm™
angezeigt wird [90, 92, 93]. Die Bande bei 1380 cm™ wurde dem Pigment Melanin
zugewiesen [94]. Unterschiede in der Grundlinie von Raman-Spektren kénnen durch
Unterschiede in der Pigmentierung von Zellen verursacht werden [95, 96].
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5. Ergebnisse

Tabelle 5-2: Raman spektroskopische Unterschiede zwischen primdren Melanozyten und
Keratinozyten. Die aufgelisteten Raman-Banden sind die signifikantesten Banden in den Differenz-
und Loadingspekiren (siehe Abbildung 5-7) und die Zuordnung zu biochemischen Verbindungen
wurde anhand von Literaturstellen vorgenommen.

Raman-Bande [cm™] Zuordnung Vorkommen Literatur

854 Tyrosin Protein Keratinozyten | 92

932 ¥(C-C) Ef(l't‘;?r'f;truktur Keratinozyten | 93

1003 Phenylalanin| Protein Keratinozyten | 90, 92
vs(C-C)

1380 innerhalb Melanin Melanozyten 94

aromat. Ring

Grundlinie Pigmentierung Melanozyten 95, 96

Der Score-Plot, der fur die Spektren der primaren Melanozyten und Keratinozyten
berechnet wurde, ist in Abbildung 5-9 dargestellt. Es sind zwei getrennte Score-
Cluster zu erkennen, die jeweils die Scores eines Zelltyps enthalten. Fir die
Trennung dieser Zelltypen waren PC1 und PC2 notwendig und 78% der spektralen

Varianz sind durch diese Auftragung erklart.
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Abbildung 5-9: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von priméaren
Melanozyten (Numessung = 74, Nspender = 3) Und Keratinozyten (Nmessung= 64, Nspender= 3). Die Scores
dieser beiden Zelltypen bilden jeweils ein Cluster und lassen sich tber PC1 und PC2 voneinander
trennen. 78% der spektralen Varianz ist durch diese Analyse erklart.

Es wurden auch anhand der immunzytologischen Farbungen von Melanozyten und
Keratinozyten Unterschiede zwischen diesen beiden Zelltypen detektiert (siehe
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5. Ergebnisse

Abbildung 5-10). Die Melanozyten zeigten ausschlielich fir den Melan-A Antikorper
eine Farbung (siehe Abbildung 5-10 A, B). Melan-A bindet an das Antigen eines
Proteins, das in Melanozyten der Haut und in der Retina gefunden wird [97]. Wie
bereits fur Abbildung 5-5 beschrieben, sind die Keratinozyten fur Pan-Cytokeratin
gefarbt und nicht fur Melan-A (siehe Abbildung 5-10 C, D). Wie in Abbildung 5-10 B
zu sehen, sind Pan-Cytokeratin gefarbte Keratinozyten auch in der Melanozyten-

population zu finden.
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Abbildung 5-10: Immunchemische Farbung der primdaren Melanozyten und Keratinozyten.
Melanozyten exprimieren Melan-A und kein Pan-Cytokeratin (A, B). Die Keratinozyten zeigen keine

Farbung fir Melan-A, allerdings exprimieren diese Zellen Pan-Cytokeratin (C, D). Der Malistabs-
balken entspricht 200 um.

Unterscheidung von dermalen Zelltypen

Fibroblasten und mv Endothelzellen kommen in der dermalen Schicht der Haut vor.
Morphologisch sind diese beiden Zelltypen gut voneinander zu trennen (siehe
Abbildung 5-11).
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5. Ergebnisse

Abbildung 5-11: Lichtmikroskopische Aufnahmen von primédren Fibroblasten (A) und mv
Endothelzellen (B). Es sind deutliche morphologische Unterschiede erkennbar, da die Fibroblasten
eine langgestreckte und spindelférmige und die Endothelzellen eine plastersteinartige Morphologie
aufweisen. Der Malstabsbalken entspricht 200 um.

Die Unterscheidbarkeit dieser beiden Zelltypen mittels Raman spektroskopischer
Untersuchungen wurde analysiert. Abbildung 5-12 zeigt die Mittelwertspektren der
primaren Fibroblasten und mv Endothelzellen sowie die Differenz- und
Loadingspektren. Die  groliten spektralen Unterschiede sind in den
Wellenzahlbereichen bei 955 cm™, 980 cm™ und 1451 cm™ detektierbar (Tabelle
5-3).
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Abbildung 5-12: Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum priméarer Fibroblasten (Nmessung=85, Nspender=3) und mv Endothelzellen
(NMessung™= 83, Nspender=1, Npassage=3). Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des
Mittelwertspektrums der mv Endothelzellen von dem der Fibroblasten erhalten worden. Die Spektren
sind der Anschaulichkeit halber entlang der Intensitatsachse verschoben. Anhand der Differenz- und
Loadingspektren werden die spektralen Unterschiede erkenntlich.
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5. Ergebnisse

Wie aus Abbildung 5-13 ersichtlich, sind die fur die Trennung von mv Endothelzellen

und Fibroblasten identifizierten Raman-Banden signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 5-13: Vergleich der Intensititen der Raman-Banden, die fiir die Trennung von
primédren Fibroblasten und mv Endothelzellen identifiziert wurden. Alle Raman-Banden sind
signifikant unterschiedlich fur die analysierten Zelltypen. * p<0,05 (ANOVA)

Ferner hat die Analyse der Daten mit der SVM eine Sensitivitdt von 98% und eine
Spezifitdt von 93% fur die mv Endothelzellen ergeben. Lipidstrukturen kdnnen
anhand der Raman-Banden bei 955 cm™ und 980 cm™' detektiert werden [85, 90, 97].
Dartber hinaus sind molekulare Schwingungen von Proteinen bei Wellenzahlen von

980 cm™ und 1451 cm™ zu finden [90, 98].

Tabelle 5-3: Raman spektroskopische Unterschiede zwischen primaren Fibroblasten und mv
Endothelzellen. Die aufgelisteten Raman-Banden sind die signifikantesten Banden in den Differenz-
und Loadingspektren (siehe Abbildung 5-12) und die Zuordnung zu biochemischen Verbindungen
wurde anhand von Literaturstellen vorgenommen.

Raman-Bande [cm™] Zuordnung Vorkommen Literatur
v(C-C) mv

955 Lipide Endothelzellen | 85

980 =CH Proteine, Lipide Fibroblasten 98
Vd(CHQCHg) mv

1451 Protein, Kollagen | Endothelzellen | 90

Die multivariate Auswertung der Spektren der Fibroblasten und mv Endothelzellen ist
in Abbildung 5-14 in Form eines Score-Plots dargestellt. Innerhalb dieses Plots sind
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5. Ergebnisse

die Scores der beiden Zelltypen Uber die PC1-Achse voneinander getrennt. PC1 und
PC3 erklaren 65% der spektralen Varianz.
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Abbildung 5-14: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren der priméren
Fibroblasten (Nyessung =85, Nspender=3) und mv Endothelzellen (Nyessung= 83, Nspender=1,
Npassage=3). Die Scores dieser Zelltypen bilden jeweils ein Cluster und lassen sich Uber PC1
voneinander trennen. 78% der spektralen Varianz ist durch diese Analyse erklart.

5.1.2. Stammzellen
Die Unterscheidbarkeit primarer Stammzellen und Fibroblasten wurde sowohl
anhand biologischer Analysemethoden als auch mittels Raman-Spektroskopie
untersucht. Die lichtmikroskopische Untersuchung der Stammzell- und

Fibroblastenkultur zeigt sehr ahnliche spindelférmige Morphologien (siehe Abbildung

Abbildung 5-15: Lichtmikroskopische Aufnahmen von Stammzellen (A) und Fibroblasten (B).
Es sind keine morphologischen Unterschiede erkennbar, da beide Zelltypen spindelférmige
Morphologien aufweisen. Der Malfstabsbalken entspricht 200 ym.
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5. Ergebnisse

Bei der durchflusszytometrischen Charakterisierung der beiden Zelltypen kam der
Kontrollmarker CD90 zum Einsatz, der sowohl auf Stammzellen als auch auf
Fibroblasten nachgewiesen werden sollte. Diese Annahme hat sich, wie in Abbildung
5-16 gezeigt, bestatigt, da 99,6 + 0,2% der Stammzellen und 99,7 + 0,2% der
Fibroblasten positiv fir diesen Marker waren. Zur Unterscheidung dieser Zelltypen
sollten die in der Literatur beschriebenen Fibroblasten-spezifischen Marker, FSP-1
und P4Hbeta, dienen [99, 100]. Die Analyse der Fibroblasten zeigte, dass
88,6 £ 5,8% der Zellpopulationen den Oberflachenmarker FSP-1 und 96,1 £ 1,6%
der Zellpopulationen den intrazellularen Marker P4Hbeta trugen. Die Stammzell-
populationen zeigten ahnliche Ergebnisse fur die durchflusszytometrische Analyse
des Markers FSP-1 (85,1 + 6,6%) und des Markers P4Hbeta (90,9 + 9%) (siehe
Abbildung 5-16). Eine Unterscheidung von Stammzellen und Fibroblasten ist anhand

dieser Marker nicht mdglich.
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Abbildung 5-16: Durchflusszytometrische Analyse von primdren Stammzellen (n=3) und
Fibroblasten (n=3). Getestet wurden die Oberflaichenmarker CD90 und FSP-1 sowie der
intrazellulare Marker P4Hbeta. Zwischen den getesteten Zelltypen sind keine Unterschiede in der
Expression dieser Marker erkennbar.

Da weder durch die morphologischen Untersuchungen noch durch die
durchflusszytometrischen Analysen Unterschiede zwischen den Stammzell- und den
Fibroblastenpopulationen  erkannt werden konnten, wurde ein in-vitro-
Differenzierungsassay angewendet, um diese Zelltypen voneinander zu trennen [67,

101]. Dabei wurden Fibroblasten- und Stammzellpopulation unter spezifischen
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Bedingungen kultiviert, um dadurch eine adipogene, osteogene und chondrogene
Differenzierung zu induzieren. Wie in Abbildung 5-17 gezeigt, war diese
Differenzierung im Gegensatz zur Fibroblastenpopulation nur fur die

Stammzellpopulation erfolgreich.

erfolgreiche adipogene Differenzierung konnte nur fir Stammzellen (A) und nicht fur Fibroblasten (D)
durch eine Olrot O-Farbung nachgewiesen werden. Die Matrixproduktion wéhrend der osteogenen
Differenzierung konnte mit der Alizarin Rot-Farbung fir Stammzellen (B) gezeigt werden im
Gegensatz zu Fibroblasten (E). Die chondrogene Differenzierung, die durch die Alcian Blau-Farbung
nachgewiesen wird, war nur fur die Stammzellen (C) erfolgreich und nicht fiir die Fibroblasten (F). Der
Malstabsbalken entspricht 200 uym.

Die fur die adipogene Differenzierung typischen intrazellularen Lipidtropfen, die durch
eine Ol Rot O-Farbung nachgewiesen werden konnten, waren nach einer
Kultivierungszeit von zwei Wochen nur in der Stammzell- und nicht in der
Fibroblastenkultur vorhanden (siehe Abbildung 5-17 A, D) [67]. FUr die osteogen
differenzierten Stammzellen konnte das in der synthetisierten extrazellularen Matrix
enthaltene Kalzium nach einer Kultivierungsdauer von vier Wochen mit Hilfe der
Alizarin Rot-Farbung detektiert werden [102]. Die Fibroblasten lieRen sich nicht
osteogen differenzieren, was aus der fehlenden Matrixproduktion geschlussfolgert
werden konnte (siehe Abbildung 5-17 B, E). Des Weiteren wurden die Zellen flr die
chondrogene Differenzierung fur vier Wochen in einer Pelletkultur kultiviert. Eine
positive Alcian Blau-Farbung der typischen Knorpelmatrix konnte nur fur die
Stammzellpopulation gezeigt werden [103]. Die Synthese der knorpelspezifischen
extrazelluldren Matrix zeigte sich aufgrund der fehlenden Blaufarbung nicht fur die
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Pelletkultur der Fibroblasten (siehe Abbildung 5-17 C, F). Die Zellen von zwei
weiteren Spendern zeigten positive Ergebnisse fur die osteogene Differenzierung der
Fibroblasten aber keine erfolgreiche adipogene und chondrogene Differenzierung
(siehe Abbildung 6-1 und Abbildung 6-2). Somit konnte gezeigt werden, dass es sich
hier um zwei unterschiedliche Zelltypen handelt. Vergleichend zu diesen Ergebnissen
wurden Raman spektroskopische Untersuchungen von Stammzellen und
Fibroblasten von jeweils vier Spendern durchgefuhrt. In Abbildung 5-18 sind die
Mittelwertspektren und die Standardabweichungen dieser Analyse dargestellt. Wie
anhand der Loading- und Differenzspektren erkennbar, liegt der grof3te Unterschied

dieser beiden Zelltypen in der Grundlinie der Raman-Spektren.

Intensitat [a.u.]

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Wellenzahl [cm™]

| —Stammzellen ——Fibroblasten —Differenz —Loadings|

Abbildung 5-18 Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum von Stammzellen und Fibroblasten. Das Differenzspektrum ist durch die
Subtraktion des Mittelwertspektrums der primaren Stammzellen (Nuessung = 122, Nspenger = 4) VON dem
der Fibroblasten (Nuessung = 109, Nspender = 4) berechnet worden. Das Loadingspektrum ist fir die PC1
der Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-19) gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit
halber entlang der Intensitatsachse verschoben. Der grofte Unterschied dieser Spekiren ist die
Grundlinie.

Die Auswertung der spektralen Daten mit Hilfe der SVM ergab eine Sensitivitat von
97% und eine Spezifitat von 95% fur die Stammzellpopulation. In Abbildung 5-19 ist
der Score-Plot der Stammzellen und Fibroblasten dargestellt, welche zwei, Uber die
PC1-Achse voneinander getrennte Cluster zeigt. Jedes Cluster enthalt die Scores
eines Zelltyps, wodurch die erfolgreiche Trennung dieser Zellen anhand ihrer
Raman-Spektren gezeigt werden konnte. Mit dieser multivariaten Analyse, fur die
PC1 und PC2 notwendig waren, werden 76% der spektralen Varianz erklart.
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Abbildung 5-19: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von priméaren
Stammzellen (Nyessung = 122, Ngpender = 3) Und Fibroblasten (Nyessung= 109, Ngpender = 3). Die Scores
dieser beiden Zelltypen bilden jeweils ein Cluster und lassen sich tber die PC1 voneinander trennen.
Durch diese Analyse sind 76% der spektralen Varianz erklart.

5.2. Unterscheidung primarer Zellen von Zellen der korrespondie-
renden Zelllinie

Die Identifizierung pathologischer Veranderungen von Zellen in vivo ist wichtig fur die
Diagnose von Krankheiten. Die Detektion solcher Modifikationen spielt aul3erdem
eine wichtige Rolle in der Qualitatskontrolle von in vitro kultivierten Zellen, die
beispielsweise flr die Herstellung von kinstlichen Gewebekonstrukten verwendet
werden. Hierbei missen die verwendeten Zellen sehr sorgfaltig untersucht werden,
um die Implantierung von potentiell pathologisch veranderten Zellen ausschlief3en zu
konnen.

Da es die unterschiedlichsten zellularen Modifikationen gibt, wurden zur Raman
spektroskopischen Analyse verschieden hergestellte Zelllinien verwendet, um somit
die Sensitivitat dieser physikalischen Analysemethode zu Uberprifen. In diesem
Kapitel werden in vitro modifizierte (HaCaT), aus kanzerogenem Gewebe isolierte
(SW1353) sowie transfektierte Zellen (hMEC-1) mit den Kkorrespondierenden
primaren Zellen verglichen. Grundsatzlich wurden fir diese Untersuchungen
Hautzellen, Endothelzellen und Zellen des Knorpels als Zellsuspensionen verwendet.
Um die Variabilitdt innerhalb der Zelllinien zu Uberprifen, wurden pro Zelllinie

verschiedene Passagen untersucht.
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5.2.1. Hautzellen
Die Untersuchung der lichtmikroskopischen Aufnahmen von Zellen der

Keratinozyten-Zelllinie (HaCaT) und primaren Keratinozyten zeigte, dass diese
beiden Zelltypen sehr ahnliche Morphologien aufweisen (siehe Abbildung 5-20). Eine

Unterscheidung dieser beiden Zelltypen anhand ihrer Morphologien ist nicht mdglich.

Abbildung 5-20: Lichtmikroskopfsche Aufnahmen von HaCaT Zellen (A) und priméren
Keratinozyten (B). Es sind keine morphologischen Unterschiede zwischen diesen beiden Zelltypen
zu erkennen. Der Malistabsbalken entspricht 100 um.

Fur die Raman spektroskopischen Untersuchungen der HaCaT Zellen wurden drei
verschiedene Passagen verwendet und flr die Analyse der primaren Keratinozyten
drei unterschiedliche Spender. Pro Versuchsansatz wurden 25-30 Zellen in
Suspension vermessen und die Spektren anschlieRend Uber eine
Hauptkomponentenanalyse sowie SVM multivariat  ausgewertet. Die
Mittelwertspektren sowie die dazugehdrigen Standardabweichungen aller
Messungen wurden berechnet, um die Reproduzierbarkeit der Messungen zu

analysieren (siehe Abbildung 5-21).
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Abbildung 5-21: Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum von HaCaT Zellen und primadren Keratinozyten. Das Differenzspektrum ist
durch die Subtraktion des Mittelwertspektrums der HaCaT Zellen (Nyessung= 85, Npassage = 3) vOn dem
der priméren Keratinozyten (Nyessung= 70, Nspender = 3) berechnet worden. Das Loadingspektrum ist fur
die PC1 der Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-23) gezeigt. Die Spektren sind der
Anschaulichkeit halber entlang der Intensitatsachse verschoben. Anhand der Differenz- und
Loadingspektren werden die spektralen Unterschiede erkenntlich.

Durch die Berechnung des Differenz- und Loadingspektrums wird deutlich, dass
spektrale Unterschiede in den Wellenzahlbereichen bei 727 cm™, 785 cm™, 1003 cm™,
1093 cm™, 1252 cm™ und 1660 cm™ liegen (Tabelle 5-4).

Tabelle 5-4: Raman spektroskopische Unterschiede zwischen HaCaT Zellen und primaren
Keratinozyten. Die aufgelisteten Raman-Banden sind die signifikantesten Banden in den Differenz-
und Loadingspektren (siehe Abbildung 5-21) und die Zuordnung zu biochemischen Verbindungen
wurde anhand von Literaturstellen vorgenommen.

Raman-Bande [cm™] Zuordnung Vorkommen Literatur
727 Adenine DNA/RNA | HaCaT Zellen | 90
vs(PO?),
785 " | DNA/RRNA | HaCaT Zellen | 90
Basen
1003 Phenylalanin Protein HaCaT Zellen | 90, 92, 104
1085-1096 vs(PO?) DNA HaCaT Zellen | 90
1252 Guanin, Cytosin| DNA/RNA | HaCaT Zellen | 90
1660 Amid | Protein HaCaT Zellen | 90
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Die ANOVA dieser Raman-Banden hat aul’erdem ergeben, dass diese Unterschiede
bis auf die Bande bei 1003 cm™ signifikant sind (siehe Abbildung 5-22). Die
Auswertung der Ergebnisse der SVM ergaben eine Sensitivitat von 87% und eine

Spezifitat von 100% fur die Keratinozyten.
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Abbildung 5-22: Vergleich der Intensitaten der Raman-Banden, die fiir die Trennung von HaCaT
Zellen und primdren Keratinozyten identifiziert wurden. Alle Raman-Banden sind signifikant
unterschiedlich fur die analysierten Zelltypen. * p<0,05 (ANOVA)

Raman-Banden, die den molekularen Schwingungen von DNA- und RNA-Basen
sowie PO? Streckschwingungen des DNA-R{ickgrats zugeordnet wurden, sind in den
Wellenzahlbereichen bei 727 cm™, 785 cm™, 1093 cm™ und 1252 cm™ zu finden [83,
90]. Spezifische Schwingungen der Aminosaure Phenylalanin, ein typischer
Bestandteil von Proteinen, zeigen eine charakteristische Bande bei 1003 cm” sowie
die Amid I-Bande bei 1660 cm'1, die auch charakteristisch fur Proteine ist [90, 92,
104].

Die Ergebnisse der Hauptkomponentenanalyse flr die Raman-Spektren der HaCaT
Zellen und primaren Keratinozyten sind in Abbildung 5-23 dargestellt und zeigen
zwei deutliche Cluster, von dem jedes Cluster die Daten eines Zelltyps enthalt. Im
Gegensatz zu den Scorewerten der Zelllinie zeigen die Werte der primaren Zellen
eine breitere Streuung, was durch die grofere Heterogenitat der isolierten Zellen
erklart werden kann. Fur diese Analyse sind PC1 und PC4 notwendig, die 41% der

spektralen Varianz erklaren.
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Abbildung 5-23: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von HaCaT
Zellen (Nmessung = 85, Npassage = 3) und primdren Keratinozyten (Nyessung= 70, Nspender = 3). Die
HaCaT Zellen lassen sich uber die PC1 und PC4 von den primaren Keratinozyten trennen. 41% der

spektralen Varianz ist durch diese Analyse erklart.

5.2.2. Endothelzellen

Der Vergleich von transformierten und primaren Zellen wurde anhand von hMEC-1

Zellen und primaren mv Endothelzellen angestellt.

In  Abbildung 5-24 sind

lichtmikroskopische Aufnahmen dieser beiden Zelltypen gezeigt, aus denen deutlich

wird, dass kaum morphologische Unterschiede zwischen den primaren und

transformierten Zellen bestehen.
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ahmen von hMEC-1 Zellen (A) und mv

Endothelzellen (B). Es sind nur sehr geringe morphologische Unterschiede zwischen diesen beiden
Zelltypen zu erkennen. Der Maf3stabsbalken entspricht 200 ym.

Pro Versuchsansatz wurden 25-30 Zellen der primaren Zellen sowie drei

unterschiedliche Passagen der hMEC-1 Zellen vermessen. Die Mittelwertspektren

88



5. Ergebnisse

dieser Zellen zeigen bis auf die Raman-Bande bei 980 cm™ nur geringe Unterschiede
(siehe Abbildung 5-25).

u
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Abbildung 5-25: Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum von hMEC-1 Zellen (Nyessung = 88, Npassage = 3) und primédren mv Endothelzellen
(NMessung = 84,  Ngpender=1, Npassage=3). Das Loadingspektrum ist fir die PC6 der
Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-26) gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit
halber entlang der Intensitatsachse verschoben. Anhand der Differenz- und Loadingspektren ist
deutlich erkennbar, dass der grofite spektrale Unterschied im Wellenzahlbereich um 980 cm” liegt.

Dieser Wellenzahlbereich ist sowohl innerhalb des Differenz- als auch des
Loadingspektrums deutlich als Bande erkennbar, wobei die ubrigen Teile dieser
Spektren strukturell sehr verschieden sind und ein niedriges Signal/Rausch-
Verhaltnis aufweisen. Wie bereits in Tabelle 5-3 aufgelistet, kann diese Raman-
Bande Biomolekulen wie Proteinen und Lipiden zugeordnet werden. Die Trennung
transformierter und primarer Zellen durch die multivariate Analyse der Raman-
Spektren war nicht erfolgreich, da keine Gruppierungen innerhalb des Scoreplots
sichtbar sind (siehe Abbildung 5-26).
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Abbildung 5-26: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von hMEC-1
Zellen (Npessung= 88, Npassage =3) und primdren mv Endothelzellen (Nyessung= 84, Nspender= 1,
Npassage = 3). Diese beiden Zelltypen lassen sich weder ber PC1 noch lber PC2-PC6 trennen. Durch
diese Analyse lassen sich 52% der spektralen Varianz erklaren.

Die Berechnung der Scorewerte fiir die charakteristische Bande bei 980 cm™ zeigt,

dass eine Gruppierung der beiden Zelltypen mdglich ist (siehe Abbildung 5-27).
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Abbildung 5-27: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse unter ausschlieBlicher Verwendung
der Raman-Bande bei 980 cm™ der Spektren von hMEC-1 Zellen (Nmessung = 88, Npassage = 3) und
primdren mv Endothelzellen (Nuessung = 84, Nspender = 1, Npassage = 3). Eine Trennung dieser Zellen ist
Uber die Auswahl des spezifischen Spektrenbereichs erfolgreich iber PC2. Diese Analyse erklart 91%
der spektralen Varianz.
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Die Gruppierung der Daten erfolgt hauptsachlich tber PC2 und mit dieser Analyse
werden 91% der spektralen Varianz erklart.

5.2.3. Chondrozyten
Die Detektion moglicher kanzerogener Veranderungen primarer Zellen wahrend der
in-vitro-Kultivierung soll durch den Vergleich primarer Chondrozyten und Zellen der
Chondrosarkomzelllinie SW1353 analysiert werden. Da es schwierig ist, Biopsien
gesunder Knorpelgewebe zu erhalten, wurden fur diese Studie primare, kommerziell
erhaltliche Chondrozyten verwendet. Wie in Abbildung 5-28 zu erkennen ist, sind die
Zellen der Zelllinie und die primaren Chondrozyten morphologisch nur sehr schwer

voneinander unterscheidbar.

Abbildung 5-28 Lichtmikroskopische Aufnahmen von SW1353 Zellen (A) und priméren
Chondrozyten (B). Es sind keine morphologischen Unterschiede zwischen diesen beiden Zelltypen
zu erkennen. Die Aufnahme der SW1353-Zellen wurde von der Cell Lines Service (CLS, Eppelheim)
zur Verfligung gestellt. Der Mal3stabsbalken entspricht 100 ym.

Raman spektroskopische Untersuchungen sind von vier unterschiedlichen Passagen
der SW1353 Zellen und drei verschiedenen Passagen der primaren Chondrozyten
durchgefuhrt worden. Pro Messreihe sind 25-30 Zellen vermessen worden. Die
Analyse der Mittelwertspektren sowie der Differenz- und Loadingspektren zeigt, dass
die spektralen Unterschiede der beiden Zelltypen minimal sind und sich die Spektren
nur in der Grundlinie unterscheiden (siehe Abbildung 5-29).
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Abbildung 5-29: Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum von SW1353 Zellen (Nyessung= 121, Npassage = 4) und priméren Chondrozyten
(NMessung = 82, Ngpender=1, Npassage=3). Das Loadingspektrum ist fir die PC1 der
Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-30) gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit
halber entlang der Intensitatsachse verschoben. Anhand der Differenz- und Loadingspektren ist
erkenntlich, dass der gréf3te Unterschied dieser Spektren in der Grundlinie liegt.

Die Analyse der Spektren mit der SVM hat flr die Chondrozyten eine Sensitivitat von
91% und eine Spezifitat von 97% ergeben.

Die Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von primaren Chondrozyten
und SW1353 Zellen zeigt eine klare Trennung der beiden Zelltypen Uber die PC1-
Achse im Scoreplot (siehe Abbildung 5-30). Wie bereits flir den Vergleich von
Keratinozyten und HaCaT Zellen gezeigt, streuen die Werte der Scores der primaren
Zellen deutlich mehr, als die der SW1353 Zellen. Durch diese Analyse, die PC1 und

PC3 verwendet, werden 82% der spektralen Varianz erklart.
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Abbildung 5-30: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von SW1353
Zellen (nMessung= 120, nPassage= 4) und Priméren Chondrozyten (nMessung= 85, r‘Spender: 1,
Npassage = 3). Die SW1353 Zellen lassen sich tber die PC1 deutlich von den humanen Chondrozyten
trennen. Durch diese Analyse kénnen 82% der spektralen Varianz erklart werden.

6.3.Charakterisierung von Knorpel und Knochen

Die Behandlung von Knorpeldefekten mit in vitro kultivierten Knorpeltransplantaten ist
eine mogliche Strategie und war eine der ersten Tissue Engineering Anwendungen,
die klinisch getestet wurden [105, 106]. Daher war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, den
einzigen im Knorpel vorkommenden Zelltyp, die Chondrozyten, genauer zu
charakterisieren. Dafir sollten Unterschiede innerhalb der Raman-Spektren von
vitalen Chondrozyten und Stammzellen detektiert sowie der Differenzierungszustand
von Chondrozyten anhand der Raman-Spektren identifiziert werden. Neben der
Analyse von vitalen Zellen lag ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit auf der
Charakterisierung von fixietem Gewebe und histologischen Schnitten mittels
Raman-Spektroskopie. Diese Untersuchungen erfolgten anhand der extrazellularen
Matrix von fixiertem Knorpel- und Knochengewebe. Dabei lag der Fokus der Analyse
auf der zonalen Struktur des Knorpels und auf dem Vergleich einer von osteogen
differenzierten Osteoblasten in vitro synthetisierten Matrix mit einer von

undifferenzierten Osteoblasten produzierten Kontrollmatrix.
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6.3.1. Charakterisierung der Chondrozyten

Fur die Analyse der primaren Chondrozyten und Stammzellen wurden, im Gegensatz
zu vorherigen Experimenten, nicht humane sondern porcine Zellen verwendet. Pro
Messreine wurden 20-30 Zellen vermessen und insgesamt Zellen von drei
Spendertieren verwendet.

In Abbildung 5-31 sind die Raman-Mittelwertspektren sowie die Loadings- und
Differenzspektren der porcinen Stammzellen und Chondrozyten gezeigt. Die grofdten
spektralen Unterschiede zwischen diesen beiden Zelltypen sind in den
Wellenzahlbereichen bei 1003 cm™, 1090 cm™, 1295 cm™, 1437 cm™ und 1657 cm’”
zu finden (Tabelle 5-5).
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Abbildung 5-31: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum von porcinen Stammzellen (Nyessung=78, Nspender=3) und porcinen
Chondrozyten (Nmessung= 60, Ngpender=3). Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des
Mittelwertspektrums ~ Stammzellen von dem der Chondrozyten berechnet worden. Das
Loadingspektrum ist fir die PC1 der Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-33) gezeigt. Die
Spekiren sind der Anschaulichkeit halber entlang der Intensitdtsachse verschoben. Anhand der
Differenz- und Loadingspektren werden die spektralen Unterschiede erkenntlich.

Alle genannten Raman-Banden zeigen fir die beiden Zelltypen signifikante
Unterschiede in den Intensitaten (siehe Abbildung 5-32). Die Intensitaten der Raman-
Banden bei 1295 cm™ und 1437 cm™ sind nicht normal verteilt und wurden daher

mittels der Kruskal-Wallis ANOVA ausgewertet.
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Abbildung 5-32: Vergleich der Intensititen der Raman-Banden, die fiir die Trennung von
priméren, porcinen Stammzellen und Chondrozyten identifiziert wurden. Alle Raman-Banden
sind signifikant unterschiedlich firr die analysierten Zelltypen. * p<0,05 (ANOVA)

FuUr die spektralen Daten wurden eine Sensitivitat von 91% und eine Spezifitat von
98% fur die Chondrozyten erhalten.

Wie bereits in Abschnitt 5.1.1 beschrieben, kann die Raman-Bande bei 1003 cm’
den Schwingungen des Phenylalanins und somit dem Gesamtproteingehalt
zugeordnet werden [90, 92]. Kohlenwasserstoffbindungen und Kohlenstoff-
Kohlenstoffbindungen kénnen durch Raman-Banden bei 1090 cm™, 1295 cm™ und
1437 cm™ identifiziert werden und resultieren aus molekularen Schwingungen von
Lipidstrukturen [90, 107]. Die Raman-Bande bei 1657 cm™ wurde sowohl einer Amid-
Schwingung als auch Kohlenstoffverbindungen und somit zwei unterschiedlichen

Stoffklassen, den Proteinen (Kollagen) und den Lipiden zugewiesen [90, 108].
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5. Ergebnisse

Tabelle 5-5 Raman spektroskopische Unterschiede zwischen porcinen Stammzellen und
Chondrozyten. Die aufgelisteten Raman-Banden sind die signifikantesten Banden in den Differenz-
und Loadingspektren (siehe Abbildung 5-31) und die Zuordnung zu biochemischen Verbindungen
wurde anhand von Literaturstellen vorgenommen.

Raman-Bande [cm™] Zuordnung Vorkommen Literatur
1001-1005 Phenylalanin| Proteine Stammzellen | 90, 92
1087-1090 vs(C-C) Lipide Chondrozyten | 90
1295-1300 Vi(CHy) Lipide Chondrozyten | 107
1437-1442 V4a(CHy) Lipide Chondrozyten | 90
1657-1670 C‘(rgfé) Eirp?itje(;n’ Chondrozyten | 90, 108

Der Score-Plot, der fir die spektralen Daten der porcinen Stammzellen und
Chondrozyten erhalten wurde, ist in Abbildung 5-33 dargstellt. Fur diese Analyse sind
PC2 gegen PC1 aufgetragen und 77% der spektralen Varianz erklart. Die zwei

Zelltypen sind uber die PC1-Achse voneinander getrennt.
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Abbildung 5-33: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von porcinen
Stammzellen (Nuessung = 68, Nspender =3) und Chondrozyten (Nmessung= 60, Ngpender= 3). Diese
beiden Zelltypen lassen sich iber die PC1-Achse voneinander trennen. Durch diese Analyse werden
77% der spektralen Varianz erklart.

Neben der Untersuchung der Unterscheidbarkeit von porcinen Chondrozyten und
Stammzellen lag ein weiterer Fokus auf der Analyse des Differenzierungszustandes
der Chondrozyten. Grundsatzlich synthetisieren differenzierte Chondrozyten des
hyalinen Knorpels, Matrixbestandteile wie Glykosaminoglykane aber auch Kollagen
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Typ 2 [61, 109]. Im Gegensatz dazu synthetisieren dedifferenzierte Chondrozyten
nicht mehr die gewebespezifischen Matrixbestandteile des hyalinen Knorpels
sondern Proteine wie beispielsweise Kollagen Typ 1. Ferner wird die Synthese der
Proteoglykane wie beispielsweise Aggrekan stark reduziert bzw. ganz beendet [17].
Um diese beiden Differenzierungszustande untersuchen zu kénnen, wurden die
Chondrozyten Uber einen Zeitraum von drei Wochen im Monolayer kultiviert und
wochentlich sowohl Raman spektroskopisch als auch immunzytologisch analysiert. In
Abbildung 5-34 sind die Mittelwertspektren der frisch isolierten (Tag 0) sowie die

Spektren der fur eine, zwei und drei Wochen kultivierten Chondrozyten dargestellt.
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Abbildung 5-34: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen sowie das
Loadingspektrum von Chondrozyten, die gar nicht (Nyessung = 26), fiir eine (Nyessung = 30), zwei
(Nmessung = 30) oder drei (Nmessung=30) Wochen kultiviert wurden. Die Spektren sind der
Anschaulichkeit halber entlang der Intensitatsachse verschoben. Das Loadingspektrum ist fur die PC1
der Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-36) gezeigt. Anhand des Loadingspekirums
werden die spektralen Unterschiede deutlich.

Wie anhand des Loadingspektrums erkennbar wird, ist ein deutlicher Unterschied
zwischen dem Spektrum der frisch isolierten Zellen und den Ubrigen drei
Mittelwertspektren in den Wellenzahlbereichen bei 1066 cm™, 1078 cm™, 1266 cm™,
1300 cm™, 1437 cm™ und 1657 cm™ zu beobachten (siehe Tabelle 5-6).

Alle untersuchten Raman-Banden der frisch isolieten Chondrozyten sind in ihrer
Intensitat signifikant hoher als die der kultivierten Chondrozyten (siehe Abbildung

5-35). Die Raman-Banden der kultivierten Chondrozyten unterscheiden sich nicht
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5. Ergebnisse

signifikant in ihren Intensitaten. Sowohl Abbildung 5-34 als auch Abbildung 5-35
enthalten der Ubersichtlichkeit halber nur die Daten fir einen Spender, fur zwei

weitere Spender ergaben sich vergleichbare Ergebnisse (siehe Anhang).

0,12

ETag 0
ETag7
mTag 14

0,1
HTag 21

Intensitét [a.u.]

1066 1078 1266 1300 1437 1657

Wellenzahl [cm-]

Abbildung 5-35: Vergleich der Intensititen der Raman-Banden, die fiir die Analyse des
Differenzierungsstatus porciner Chondrozyten identifiziert wurden. Alle Raman-Banden sind

signifikant fir Tag 0 gegentber Tag 7, Tag 14 und Tag 21. Es konnte keine Signifikanz zwischen den
Raman-Banden von Tag 7, Tag 14 und Tag 21 detektiert werden * p<0,05 (ANOVA)

Die Raman-Bande bei 1066 cm™ kann den Schwingungen der SOs-Molekiilgruppen
und somit Glykosaminoglykanen zugeordnet werden [110, 111]. Phosphat und
Phospholipide zeigen eine Raman-Bande im Wellenzahlbereich bei 1078 cm™ [90].
Die Raman-Bande bei 1266 cm™ wurde der Amid Ill-Bande zugeordnet und unter
anderem auch den molekularen Schwingungen von Kollagen Typ 2 [90, 111].
Protein- und Lipidmolekule zeigen Raman-Banden in den Wellenzahlbereichen bei
1300 cm™’, 1437 cm™ und 1657 cm™ [56, 90, 108].
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5. Ergebnisse

Tabelle 5-6: Raman spektroskopische Unterschiede zwischen frisch isolierten und kultivierten
Chondrozyten. Die aufgelisteten Raman-Banden sind die signifikantesten Banden in den Mittelwert-
und Loadingspektren (siehe Abbildung 5-34) und die Zuordnung zu biochemischen Verbindungen
wurde anhand von Literaturstellen vorgenommen.

Raman-Bande [cm™] Zuordnung Literatur
3 Glykosaminoglykane,
1065-1069 vs(SO7) Chondroitin-6-Sulfat | 110> 111
i vs(C-C), v5(C-0), | Phosphat,
1078-1080 vS(POZ') Phospholipide, Lipide 60,90
1266-1270 Amid 11l Kollagen, Protein 90, 111
. 56, 90,
1300 vi(CH>) Lipide 108
1437-1442 Amid |, v4(CHz) | Proteine, Lipide 90, 107
1657-1660 Amid |, v(C=C) | Proteine, Lipide 90

In Abbildung 5-36 ist der Score-Plot fur die frisch isolierten sowie kultivierten

Chondrozyten aufgetragen, deren Trennung Uber die PC1-Achse erfolgreich ist.
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Abbildung 5-36: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von
Chondrozyten, die gar nicht (Nuessung = 26), fiir eine (Nuessung = 30), ZWei (Nmessung = 30) oder drei
(Nmessung = 30) Wochen kultiviert wurden. Eine Trennung der frisch isolierten von den kultivierten
Chondrozyten ist iber die PC1-Achse mdglich. Durch diese Analyse werden 80% der spektralen
Varianz erklart.

Die Scores der frisch isolierten Chondrozyten zeigen Uberwiegend positive PC1-
Werte und die Zellen, die fir eine, zwei und drei Wochen Kkultiviert wurden,
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5. Ergebnisse

gruppieren uberwiegend auf der Seite der negativen PC1-Werte. Durch diese
Analyse konnten 80% der spektralen Varianz erklart werden.

Eine getrennte Auftragung der Scores der unterschiedlichen Kultivierungsdauern ist
in Abbildung 5-37 dargestellt. Anhand dieser Darstellung wird deutlich, dass der
prozentuale Anteil der Scores mit negativen Werten fur PC1 von Tag 0 Uber Tag 7,

Tag 14 bis hin zu Tag 21 stetig zunimmt.
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Abbildung 5-37: Einzelne Score-Plots der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von
Chondrozyten, die gar nicht (Nyessung = 26), fiir eine (Nyessung = 30), ZWei (Nyessung = 30) oder drei
(Nmessung = 30) Wochen kultiviert wurden. Die Trennung der Score-Werte der unterschiedlich lang
kultivierten Chondrozyten ist Uber die PC1-Achse méglich. Je hoher der Kultivierungszeitraum der
Chondrozyten, desto groRer der Anteil der Scores mit negativen Werten fir PC1.
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Um den Differenzierungszustand anhand einer Standardmethode zu bestimmen,
wurden immunzytologische Farbungen der Zellen durchgefiihrt. Diese Analyse der
frisch isolierten sowie kultivierten Chondrozyten auf Kollagen Typ 1, Kollagen Typ 2
und Aggrekan ist in Abbildung 5-38 dargestellt. Fur die frisch isolierten Chondrozyten
konnte Kollagen Typ 2 und Aggrekan aber kein Kollagen Typ 1 nachgewiesen
werden (siehe Abbildung 5-38 A, E, I). Nach einer Kultivierungsdauer von einer
Woche haben die Chondrozyten sowohl Kollagen Typ 1 als auch Kollagen Typ 2 und
Aggrekan synthetisiert. Allerdings zeigten nach sieben Tagen deutlich weniger Zellen
eine positive Farbung fur die gelenkknorpelspezifischen Matrixbestandteile (Kollagen
Typ 2 und Aggrekan) als direkt nach der Isolation (siehe Abbildung 5-38, B, F, J).
Bereits nach zwei Wochen konnten kaum noch Kollagen Typ 2 und Aggrekan
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5. Ergebnisse

detektiert werden, wobei die Kollagen Typ 1-Synthese zugenommen hatte (siehe
Abbildung 5-38 C, G, K). Fur die Chondrozyten, die Uber einen Zeitraum von drei
Wochen im Monolayer kultiviert wurden, konnte in der immunzytologischen Analyse
nur noch sehr vereinzelt Kollagen Typ 2 bzw. Aggrekan nachgewiesen und eine
weitere Zunahme der Kollagen Typ 1-Synthese detektiert werden (siehe Abbildung
5-38, D, H, L).

Tag 14 Tag 21

SR WL . g TR 4'3»‘?3""
.." h’ *”ﬁ :" ‘:;13

Kollagen Typ 2 Kollagen Typ 1

Aggrekan

. *-a‘ e T
Abblldung 5-38: Immunzytologische Farbungen der frisch isolierten Chondrozyten sowie von
Chondrozyten, die fiir eine, zwei und drei Wochen im Monolayer kultiviert wurden. Es wurden
Antikérper gegen Kollagen Typ 1, Kollagen Typ 2 und Aggrekan verwendet. Eine Zunahme der
Kollagen Typ 1-Synthese (A-D) sowie eine Abnahme der Kollagen Typ 2- (E-H) und Aggrekan- (I-L)
Synthese Uber die Kultivierungsdauer konnte beobachtet werden.

6.3.2. Charakterisierung der extrazellularen Matrix des Knorpels

Die zonale Struktur des hyalinen Knorpels wurde anhand von Kryoschnitten
analysiert. Die Knorpelbiopsien wurden wahrend Knieimplantationsoperationen von
Osteoarthritis-Patienten erhalten. Im Folgenden werden die Ergebnisse eines
Spenders vorgestellt, wobei ahnliche Ergebnisse fir zwei weitere Spender erhalten
wurden und die dazugehdrigen Abbildungen im Anhang zu finden sind.

Der Vergleich der Raman-Mittelwertspektren von der Superfizial- und der Radiarzone
des hyalinen Knorpels ist in Abbildung 5-39 dargestellt. Aulerdem sind die Loadings-
und Differenzspektren aufgetragen, um die grélten spektralen Unterschiede der
beiden Zonen zu identifizieren, die in den Wellenzahlbereichen bei 817 cm'1, 852 cm‘1,
920 cm™', 1064 cm'-1069 cm™' und 1341 cm™ liegen (siehe Tabelle 5-7).
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Abbildung 5-39: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum der Superfizial- (Nyessung= 17) und Radidrzone (nwessung=18) des hyalinen
Knorpels. Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des Mittelwertspektrums der Radiarzone
von dem der Superfizialzone berechnet worden. Das Loadingspektrum ist fir die PC1 der
Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-41) gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit
halber entlang der Intensitatsachse verschoben. Anhand der Differenz- und Loadingspektren werden
die spektralen Unterschiede erkenntlich.

Die Unterschiede zwischen allen beschriebenen Raman-Banden sind signifikant
(siehe Abbildung 5-40).
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Abbildung 5-40 Vergleich der Intensititen der Raman-Banden, die fiir die Trennung der
Superfizial- und Radidrzone des hyalinen Knorpels identifiziert wurden. Alle Raman-Banden sind
signifikant unterschiedlich fur die analysierten Knorpelzonen. * p<0,05 (ANOVA)
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Die Raman-Banden bei 817 cm™”, 852 cm™ und 920 cm™ sind den molekularen
Schwingungen der Aminosaure Prolin zugeordnet worden [87, 112, 113]. Da
Kollagen zu einem Grofteil aus Prolin besteht, wurde vermutet, dass die genannten
Raman-Banden aus molekularen Schwingungen dieses Proteins resultieren [114].
Der Wellenzahlbereich bei 1064 cm™ steht fiir eine Kohlenstoff-Kohlenstoffbindung
und wurde dem Proteoglykan Aggrekan zugeordnet [110]. Da Chondroitinsulfate
unter anderem SOj3-Molekulgruppen tragen, die im Raman-Spektrum bei einer
Wellenzahl zwischen 1065 -1069 cm™ gefunden wurden, ist dieser Wellenzahlbereich
diesem Glykosaminoglykan zugeordnet worden [110, 111]. Weitere molekulare
Schwingungen von Glykosaminoglykanen wurden in dem Wellenzahlbereich
zwischen 1330 cm™'= 1341 cm™ gefunden [110, 111].

Tabelle 5-7: Raman spektroskopische Unterschiede zwischen der Superfizial- und Radidrzone
des hyalinen Knorpels. Die aufgelisteten Raman-Banden sind die signifikantesten Banden in den
Differenz- und Loadingspektren (siehe Abbildung 5-39) und die Zuordnung zu biochemischen
Verbindungen wurde anhand von Literaturstellen vorgenommen.

Raman Bande [cm™] Zuordnung Vorkommen Literatur
815-818 Prolin | Kollagen Superfizialzone ?231 12,
852-856 Prolin | Kollagen Superfizialzone | 112
918-920 Prolin | Kollagen Superfizialzone | 112, 113
1064 vs(C-C) | Aggrekan Radiarzone 110
1065-1069 Vs(SO3’) | Chondroitinsulfat Radiarzone 110, 111
v(C-H), ,
1330-1341 Amid 11l Glykosaminoglykan | Radiarzone 110, 111

In Abbildung 5-41 ist der Score-Plot fir die Analyse der Superfizial- und der
Radiarzone des Knorpels gezeigt, in dem PC5 gegen PC1 aufgetragen ist. Es sind
zwei Score-Cluster erkennbar, die tber die PC1- und PC5-Achse getrennt sind und
die jeweils die Scores einer Knorpelzone enthalten. Durch diese Analyse sind 51 %

der spektralen Varianz erklart.
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Abbildung 5-41: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren der
Superfizialzone (Nmessung=17) und Radidrzone (Nyessung=18) des hyalinen Knorpels. Diese
beiden Zonen lassen sich Uber die PC1 und PC5 trennen. Durch diese Analyse werden 51 % der
spektralen Varianz erklart.

Im Anschluss an die Raman spektroskopische Analyse des Kryoschnittes wurde eine
Safranin O/ Fast Green-Farbung angefertigt, um die unterschiedliche
Zusammensetzung der Radiar- und der Superfizialzone biochemisch nachzuweisen
[115]. Wie in Abbildung 5-42 zu sehen, zeigt die Radiarzone eine deutliche

Orangefarbung im Gegensatz zur griin-blau gefarbten Superfizialzone.
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Abbildung 5-42: Safranin O-Farbung histolo-
gischer  Knorpelschnitte vor und nach
enzymatischer Behandlung. Glykosaminoglykane
o konnten durch eine Orangefdrbung im unbehan-
g delten Schnitt (A) detektiert werden. Nach der
8 enzymatischen Behandlung mit dem Enzym
i Chondroitinase (B) konnten keine Glykosamino-

glykane mehr nachgewiesen werden. In griin-blau
sind die Kollagenstrukturen angefarbt.

Durch diese histologische Farbung konnten die Glykosaminoglykane in der

Radiarzone und Kollagenverbindungen in der Superfizialzone nachgewiesen werden.
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Um die Zuordnung der Raman-Banden zu den molekularen Schwingungen der
Glykosaminoglykane und Proteoglykane zu Uberprufen, wurde der Kryoschnitt mit
Chondroitinase behandelt, einem Enzym, das Glykosaminoglykane abbaut [116].
AnschlieBend wurde der behandelte Schnitt erneut Raman spektroskopisch
vermessen sowie durch eine Safranin O/ Fast Green-Farbung analysiert. In
Abbildung 5-42 (B) wird durch die fehlende Orangefarbung deutlich, dass der Abbau
der Glykosaminoglykane/ Proteoglykane durch das Enzym erfolgreich war. Der
Vergleich der Raman-Mittelwertspektren der Radiarzone, die vor und nach der

enzymatischen Behandlung erhalten wurden, ist in Abbildung 5-43 dargestellt.
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Abbildung 5-43: Raman-Mittelwertspektren und Standardabweichungen der Radidrzone des
Knorpels vor (Npessung= 19) und nach (Nyessung = 19) enzymatischer Behandlung. Die Spektren
sind der Anschaulichkeit halber entlang der Intensitatsachse verschoben. Es ist erkenntlich, dass die
Intensitat der Raman-Banden in den Wellenzahlenbereichen bei 1064 cm™ nach der enzymatischen

Behandlung abgenommen haben. Auflerdem ist die Standardabweichung fir die enzymatisch
behandelte Probe deutlich groRer.

Es ist zu erkennen, dass die Intensitaten der Raman-Banden der enzymbehandelten

Radiarzone, im Vergleich zur unbehandelten Probe, in den Wellenzahlbereichen bei

1064 cm”' abgenommen haben. Auch die Berechnung der ANOVA der

zonenspezifischen Raman-Banden (siehe Abbildung 5-44) hat ergeben, dass nur die
Raman-Bande bei 1064 cm™ signifikant abgenommen hat im Gegensatz zu den
Banden bei 817 cm™’, 852 cm™ und 920 cm™ und 1341 cm™. Wie bereits in Tabelle
5-7 aufgelistet, konnte die Raman-Bande bei 1064 cm” dem Chondroitinsulfat

zugeordnet werden.
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Abbildung 5-44: Vergleich der Intensitidten der Raman-Banden, die fiir die Unterscheidung der
Radidrzone des hyalinen Knorpels vor und nach der enzymatischen Behandlung analysiert
wurden. Es ist nur die Raman-Bande bei 1064 cm™ signifikant unterschiedlich. * p<0,05 (ANOVA)

Zudem wird aus beiden Analysen deutlich, dass die Raman-Spektren der
enzymbehandelten Probe deutlich héhere Standardabweichungen zeigen als die

Spektren der unbehandelten Probe

6.3.3. Charakterisierung der Knochenmatrix

Neben der Verwendung von Transplantaten spielt in der Regenerativen Medizin die
Herstellung von in-vitro-Testsystemen eine wichtige Rolle [117]. Um beispielsweise
die Vorgange, die bei der Metastasierung von Krebszellen in Knochengewebe
ablaufen, analysieren zu kénnen, werden Knochenmodelle verwendet [118]. Um
bestimmen zu konnen, wie gut die Eigenschaften der in vitro synthetisierten
Knochenmatrix mit den Merkmalen der nativen Knochenmatrix ubereinstimmen,
wurden beide Proben vermessen und miteinander verglichen.

Dafur wurden Messungen von fixiertem primarem Knochengewebe als auch von
einer in vitro produzierten Knochenmatrix durchgefuhrt. In Abbildung 5-45 sind die
Raman-Mittelwertspektren der primaren Knochenmatrizes von drei verschiedenen

Spendern dargestellt. Diese Spektren sind sehr &hnlich strukturiert und zeigen
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Raman-Banden in den Wellenzahlbereichen bei 856 cm™, 961 cm™, 1072 cm™ und
1453 cm™ (Tabelle 5-8).

Intensitét [a.u.]

600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800
Wellenzahl [cm™]

Knochen SpenderA =——Knochen SpenderB Knochen SpenderC

Abbildung 5-45: Raman-Mittelwertspektren und Standardabweichungen  primarer
Knochenmatrizes (Nmessungispender = 10). Die Spektren sind der Anschaulichkeit halber entlang der
Intensitatsachse  verschoben. Die charakteristischsten = Raman-Banden sind in den
Wellenzahlbereichen bei 856 cm™, 961 cm™, 1072 cm™ und 1453 cm™ zu finden.

Die charakteristische Raman-Bande bei 961 cm’ wird den molekularen
Schwingungen des Phosphats, einem Bestandteil des Hydroxylapatites, zugeordnet
[119, 120]. Die Raman-Banden bei 856 cm’ und 1453 cm™ wurden den
Schwingungen des Prolins und Kohlenwasserstoffbindungen zugeordnet und daher
dem Protein Kollagen [111, 119]. Die Carbonatschwingung wird durch die Raman-
Bande bei 1072 cm™ identifiziert und kann der Substanz (Hydroxyl)Apatit zugeordnet
werden [90, 119-126].

Tabelle 5-8: Raman-Banden primarer Knochenproben. Die aufgelisteten Raman-Banden sind die
charakteristischen Banden in den Mittelwertspektren (siehe Abbildung 5-45) und die Zuordnung zu

biochemischen Verbindungen wurde anhand von Literaturstellen vorgenommen.
Raman Bande [cm™] | Zuordnung Literatur
856 Prolin Kollagen 119
958-961 vs(PO4™) Hydroxylapatit 90, 119-126
1072 V(CO3?) Apatit 90, 119-126
1453-1458 vk(CHy) Kollagen 120, 124, 125
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Die Analyse der in vitro synthetisierten Matrizes ist hier nur fur einen Spender
gezeigt. Ahnliche Ergebnisse, die fiir zwei weitere Spender erhalten wurden, sind im
Anhang zu finden. Fir diese Analyse wurden humane Osteoblasten einerseits durch
Zugabe von Differenzierungsmedium osteogen differenziert und andererseits als
Kontrolle mit Expansionsmedium Kkultiviert. In Abbildung 5-46 sind die Raman-
Mittelwertspektren der von Osteoblasten in vitro synthetisierten Knochenmatrix sowie

die der Kontrollmatrix dargestellt.
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Abbildung 5-46: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum der in vitro synthetisierten Knochenmatrix (Nmessung=15) sowie der
dazugehdrigen Kontrollmatrix (Nyessung = 15). Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des
Mittelwertspektrums der osteogen differenzierten Matrix von dem der undifferenzierten Matrix
berechnet worden. Das Loadingspektrum ist fir die PC1 der Hauptkomponentenanalyse (siehe
Abbildung 5-47) gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit halber entlang der Intensitatsachse
verschoben. Anhand der Differenz- und Loadingspektren ist deutlich erkennbar, dass der groflte
spektrale Unterschied in dem Raman-Peak bei 961 cm™ liegt.

Wie anhand der Loading- und Differenzspektren deutlich wird, liegt der grolte
Unterschied der beiden Mittelwertspektren im Wellenzahlbereich bei 961 cm™. Diese
Raman-Bande wird nur im Spektrum der Matrix der osteogen differenzierten Zellen
gefunden und nicht im Spektrum der Kontrollmatrix. Genau diese Raman-Bande
wurde bereits im oberen Abschnitt flr die Messungen der primaren Knochenmatrix
beschrieben und kann dem Hydroxylapatit zugeordnet werden.

Der Score-Plot fir die Raman-Spektren der Kontrollmatrix und der Matrix der
osteogen differenzierten Osteoblasten ist in Abbildung 5-47 gezeigt. Es sind zwei
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deutlich voneinander getrennte Gruppen zu erkennen, die jeweils die Scores einer
Matrix enthalten und Uber die PC1-Achse getrennt werden. Fur PC1 und PC2 sind
88% der spektralen Varianz erklart. Ferner ist erkenntlich, dass die Scores fur die
Kontrollmatrix deutlich weniger streuen als die der Matrix der osteogen

differenzierten Zellen.
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Abbildung 5-47: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren der in vitro
synthetisierten Knochenmatrix (Npessung=15) und der Kontrollmatrix (Nmessung=15). Eine
Trennung dieser beiden Matrizes ist Uber die PC1-Achse mdglich. Durch diese Analyse konnten 88%
der spektralen Varianz erklart werden.
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6. Diskussion der Ergebnisse

Eine markerfreie, nicht invasive Analysemethode von Zellen, Geweben oder Organen
wurde sowohl in der klinischen Diagnostik als auch im Bereich der Regenerativen
Medizin einen zeitlichen und ékonomischen Vorteil bringen. Gerade in der klinischen
Diagnostik, wo es darauf ankommt, moglichst schnell das Ergebnis einer Analyse zu
bekommen, stellt die Etablierung einer zerstorungs- und markerfreien Technologie
einen deutlichen Fortschritt dar.

Fur die Herstellung von Produkten fur die Regenerative Medizin mussen Zellen
isoliert werden, die dann in Form von beispielsweise Transplantaten,
Zellsuspensionen oder in-vitro-Testsystemen genutzt werden [105, 127]. Um
gewahrleisten zu koénnen, dass diese Zellpopulationen eine einheitliche Qualitat
besitzen, ist die Charakterisierung dieser Zellen ein wichtiger Schritt in der
Qualitatssicherung solcher Produkte [128]. Des Weiteren ist die Analyse des fertigen
Produktes sowie die Charakterisierung des Konstrukts wahrend und nach einer
Testung/ Implantierung unabdingbar, um dessen Funktionalitdt und Qualitat
evaluieren zu kdénnen. Die bisher angewendeten, traditionellen Methoden zur
Charakterisierung der Zellsuspensionen und der Konstrukte, wie die Histologie, die
Immunchemie oder die Molekularbiochemie sind invasiv, d.h. sie bedingen die
Zerstorung bzw. Veranderung des Konstrukts und der Einzelzellen. Fur die
Herstellung von Tissue Engineering Produkten bedeutet das die Herstellung eines
zusatzlichen, identischen Konstrukts, das ausschlie3lich der Charakterisierung dient
oder eine schadigende Probennahme [129]. Nicht invasive Analysemethoden wie
beispielsweise die OCT, die NMR oder die Multiphotonenspektroskopie erlauben die
zerstorungsfreie Analyse solcher Konstrukte. Allerdings handelt es sich bei dabei
entweder nur um reine bildgebende Verfahren oder um Gerate mit sehr hohen
Anschaffungskosten, weshalb diese Analysemethoden in der Qualitatskontrolle von
Tissue Engineering Konstrukten bisher nicht etabliert wurden.

Die Raman-Spektroskopie ist eine etablierte Methode, um Zellen und extrazellulare
Matrizen nicht invasiv zu charakterisieren [39, 130]. Diese zellulare Analyse basiert
auf der unterschiedlichen und zellspezifischen biochemischen Zusammensetzung
verschiedener Zelltypen und Gewebe. Detektiert werden diese Unterschiede in Form
von Raman-Banden innerhalb eines Spektrums. Um diese sehr feinen zellularen
Unterschiede identifizieren zu kénnen, werden die spektralen Daten

herkdmmlicherweise mit Hilfe einer multivariaten Analyse ausgewertet [131]. Immer
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mehr Arbeitsgruppen verwenden zusatzlich die Support Vector Machine fir die
Klassifikations- und Regressionsanalysen der spektralen Daten [132-134].

Die Raman-Spektroskopie wurde bereits fur die Charakterisierung verschiedenster
Zelltypen, Gewebearten und Organe beschrieben wie beispielsweise fur Blutzellen,
bronchiales oder kolorektales Gewebe [135-140]. Aul3erdem ist dieses Verfahren als
diagnostisches Werkzeug fur ein breites Spektrum von Krankheiten wie Krebs,
Alzheimer und koronare Herzerkrankungen sowie Erkrankungen der Mundhdhle
beschrieben worden [67-69, 74, 141-144]. Grundsatzlich wurden sowohl vitale Zellen
als auch histologische Schnitte der unterschiedlichen Gewebeproben sowie
Zellsuspensionen analysiert [71, 137, 145]. Obwohl die Anzahl der Publikationen, in
denen die Raman spektroskopische Charakterisierung von biologischen Materialien
beschrieben werden, in den letzten Jahren deutlich zugenommen hat, verwenden die
meisten Autoren fixierte Proben sowie Zelllinien und nicht vitales primares Material
[70].

Die Unterscheidung von verschiedenen Zelltypen spielt gerade in dem Bereich der
Regenerativen Medizin eine groRe Rolle, wo haufig sowohl die Biopsie als auch das
gezuchtete Transplantat aus mehreren Zelltypen besteht. Daher liegt ein Fokus
dieser Arbeit darauf, verschiedene primare Zelltypen vital anhand ihrer Raman-
Spektren voneinander zu unterscheiden. Ferner ist es sowohl fir die klinische
Diagnostik als auch fur die Qualitatssicherung in Tissue Engineering Prozessen
wichtig, potentielle pathologische Veranderungen der Zellen detektieren zu konnen.
Aus diesem Grund wurden die Raman-Spektren von primaren Zellen mit denen von
modifizierten Zellen verglichen.

Die Untersuchung der =zelltypischen extrazellularen Matrix gibt neben der
Charakterisierung der Einzelzellen Hinweise auf die Funktionalitat der Zellen. Bei der
Uberpriifung der Qualitat von Tissue Engineering Transplantaten wie beispielsweise
Knorpeltransplantaten spielt die richtige Zusammensetzung der Matrix eine wichtige
Rolle, um die Funktionalitat dieser Konstrukte gewahrleisten zu konnen [146, 147].
Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit war daher die Charakterisierung der
extrazellularen  Matrix des Knorpels sowie die Identifizierung des
Differenzierungsstatus der Chondrozyten, der einen wesentlichen Einfluss auf die

Zusammensetzung der extrazellularen Matrix hat [147].
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Ferner wurden die Raman-Spektren von in vitro kultivierten Knochenmatrizes mit
denen primarer Knochenbiopsien verglichen, um die chemische Zusammensetzung
der in vitro synthetisierten mit der nativen Matrix vergleichen zu konnen.
Grundsatzlich wurden bei allen Analysen spezifische Raman-Banden und
Unterschiede in den Intensitaten der Raman-Banden detektiert. Die spektralen Daten
wurden multivariat mit einer Hauptkomponentenanalyse ausgewertet, um die
unterschiedlichen Zelltypen erfolgreich voneinander zu trennen sowie die
Unterschiede innerhalb und zwischen den extrazellularen Matrizes detektieren zu
konnen. Um die Spezifitat und Sensitivitat der Daten zu Uberpriufen, wurden die
Spektren zusatzlich mit Hilfe der SVM analysiert.

Es muss vorab angemerkt werden, dass die Zuordnungen der Raman-Banden zu
den jeweiligen molekularen Schwingungen und den teilweise sehr spezifischen
Biomolekulen in der Literatur kontrovers diskutiert werden. Es kann dadurch zu
Mehrfachzuordnungen einzelner Banden kommen und die im Folgenden diskutierten

Ergebnisse geben nur die in der Literatur beschriebenen Zuordnungen wieder.

6.1.Charakterisierung von Hautzellen

Die Detektion pathologischer Veranderungen sowie die Analyse der molekularen und
strukturellen Zusammensetzung der Haut ist mittels Raman spektroskopischer
Untersuchungen madglich [62, 148-151]. Bisherige Studien haben gezeigt, dass die
Raman-Spektroskopie ein geeignetes Diagnostikwerkzeug flr Hautkrebs ist [63, 89,
94, 152, 153]. Ferner ist diese Methode verwendet worden, um die Reaktion der Haut
auf Kontrastmittel, Nanopartikel und toxische Substanzen zu analysieren [154-156].
Obwohl bereits Hautzellen nicht invasiv charakterisiert wurden, indem verschiedene
Kultivierungssubstrate verwendet oder unterschiedliche Zelllinien und Zellorganellen
analysiert wurden, sind die in dieser Arbeit verwendeten Zelltypen bisher noch nicht
unbehandelt Raman spektroskopisch analysiert worden [104, 157-160]. Unterschiede
zwischen den verschiedenen primaren Hautzelltypen konnten anhand spezifischer
Raman-Banden und unterschiedlicher Intensitaten der Raman-Banden detektiert
werden. Durch die multivariate Analyse der Raman-Spektren konnte erfolgreich
zwischen den unterschiedlichen Hautzelltypen unterschieden werden.

Die spektroskopische Unterscheidung von primaren Fibroblasten und Keratinozyten
basiert auf den signifikanten Unterschieden der Raman-Banden bei 715 cm'1,
870 cm™, 955 cm™, 1037 cm™, 1079 cm™ und 1269 cm™. Der deutlichste Unterschied
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konnte in der Raman-Bande bei 955 cm™ detektiert und Lipidstrukturen bzw.
Cholesterol zugeordnet werden [85]. Da diese Bande in den Spektren der
Keratinozyten vorherrschend ist, kann angenommen werden, dass die Lipid- bzw.
Cholesterolkonzentration in Keratinozyten hoher ist als in Fibroblasten. Gleiche
Beobachtungen wurden durch die Analyse des Lipidgehaltes von Keratinozyten und
Fibroblasten durch Extraktion gemacht [161]. Dabei konnte gezeigt werden, dass
Keratinozyten zehnmal mehr Cholesterol pro mg Zellprotein synthetisieren als
Fibroblasten. Des Weiteren kann der hohere Lipidgehalt der Keratinozyten, die in der
epidermalen Hautschicht lokalisiert sind, durch die Funktionen der Epidermis erklart
werden. Diese Hautschicht schutzt den Korper durch die von Keratinozyten
synthetisierte hydrophobe Permeabilitdtsbarriere aus Lipiden bestehend vor dem
Verlust aber auch vor dem unerwlnschten Eindringen von Wasser [162]. Die in der
dermalen Hautschicht lokalisierten Fibroblasten haben im Gegensatz dazu keine
Notwendigkeit zur Lipidproduktion, da diese Hautschicht eher eine Schutzfunktion vor
Scher-, Zug- oder Druckkraften hat [162, 163]. Neben der Zuordnung der Raman-
Bande bei 955-956 cm™ zu Cholesterol bzw. Lipidstrukturen wurde diese Bande
molekularen Schwingungen des Keratins zugewiesen [86]. Diese Zuordnung wurde
durch die Raman spektroskopische Untersuchung von bovinen Hufen gemacht.
Keratin ist ein Strukturprotein, das in den Zellen der Epidermis wie beispielsweise in
den Keratinozyten vorkommt [164]. Dieses wasserunlosliche Protein schitzt die Haut
vor mechanischem Stress und macht die &uRerste Schicht der Haut
wasserundurchlassig [165]. Daher kann angenommen werden, dass die
Unterschiede der Raman-Spektren von Keratinozyten und Fibroblasten auch auf die
molekularen Schwingungen des Keratins zurtickzufiihren sind.

Raman-Banden, die aus den Messungen der Fibroblasten resultieren, sind in den
Wellenzahlbereichen bei 870 cm™, 1037 cm™ und 1269 cm™ zu finden. Ahnliche
Raman-Banden sind auch durch spektroskopische Untersuchungen von
Gewebeschnitten der Haut und der Brust sowie fir Kollagenfasern von
Rattenschwanzen und bovinen Sehnen gefunden worden und wurden dem Protein
Kollagen zugewiesen [87-89, 91]. Aullerdem wurde in einer anderen Studie
beschrieben, dass die Raman-Spektren der Dermis groRe Ubereinstimmungen mit
den Raman-Spektren von Kollagen zeigen, da die dermale Hautschicht zu einem
groRen Teil aus verschiedenen Kollagenen besteht [62]. Diese Daten unterstitzen
die Hypothese, dass die signifikant hdheren Raman-Banden bei 870 cm™, 1037 cm™”
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und 1269 cm™ in den Spektren von Fibroblasten auf die Fahigkeit dieser Zellen, im
Gegensatz zu Keratinozyten, Kollagene zu synthetisieren, zurluckzufuhren ist. Da das
gemessene Kollagen in der Zelle lokalisiert ist und noch nicht durch Exozytose in den
extrazellularen Raum abgegeben wurde, wird angenommen, dass es sich hierbei um
die Vorstufe Prokollagen handelt. Diese Vorstufe des Kollagens unterscheidet sich
allerdings nur unwesentlich von dem Kollagen im extrazellularen Raum.

Obwohl eine Kontamination der Keratinozytenpopulation mit Fibroblasten wahrend
der Zellisolierung aufgrund der Isolierungsmethode unwahrscheinlich ist, muss
trotzdem vor der Verwendung dieser Zellen fur Tissue Engineering Anwendungen
sichergestellt werden, dass es sich um eine reine, definierte Keratinozytenpopulation
handelt. Die berechnete Sensitivitat von 100% flr die Kertinozytenpopulation zeigt,
dass alle Spektren der Keratinozyten richtig vorhergesagt worden sind und nicht
falschlicherweise als Fibroblasten erkannt wurde. Eine Spezifitat von 77% bedeutete,
dass 23% der Fibroblasten falschlicherweise als Keratinozyten vorhergesagt worden
sind und somit ein Restrisiko besteht, eine potentielle Kontamination mit Fibroblasten
nicht zu detektieren.

Neben der unterschiedlichen Zusammensetzung der dermalen und epidermalen
Hautschicht ist die Pigmentierung der Haut, die durch das Pigment Melanin
verursacht wird, ein wichtiges Charakteristikum. Dieses Pigment ist verantwortlich fir
die Hautfarbe und wichtig fir den Schutz der Haut vor UV-Strahlung [12]. Melanin
wird von Melanozyten synthetisiert, verteilt und zu den umliegenden Keratinozyten
transferiert und eingelagert [166]. Somit besteht ein groRer Unterschied dieser
beiden Zelltypen, die beide in der Epidermis lokalisiert sind, in der Fahigkeit Melanin
zu synthetisieren.

Die Raman spektroskopischen Untersuchungen der Melanozyten und Keratinozyten
haben gezeigt, dass sich die Spektren sowohl in der Grundlinie als auch in den
Wellenzahlbereichen bei 854 c¢cm™, 932 cm™, 1003 cm™ und 1380 cm™ signifikant
unterscheiden. In vivo Messungen von Hautproben mit unterschiedlichen
Melaningehalten belegen eine positive Korrelation zwischen der Pigmentierung von
Zellen und der Grundlinie von Raman-Spektren [95]. Ferner wurde eine positive
Korrelation zwischen der Autofluoreszenz, der Pigmentierung von Zellen und der
Grundlinie von Raman-Spektren gefunden [96]. Es konnte zusatzlich gezeigt werden,
dass die Raman-Spektren humaner Haut sowie von nattrlichem und synthetischem
Melanin, eine deutliche Raman-Bande bei 1380 cm™ aufweisen [94]. Einerseits
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wurde der hohere Gesamtproteingehalt anhand der molekularen Schwingungen des
Tyrosins, die der Raman-Bande bei 854 cm™' zugewiesen wurde, sowie des
Proteinriickgrats, die der Raman-Bande bei 932 cm™ durch Untersuchungen von
humanen Zehennageln zugeordnet wurden, detektiert. Andererseits wurde eine
hohere Proteinkonzentration in Keratinozyten als in Melanozyten durch die Raman-
Bande bei 1003 cm™ identifiziert [68, 92, 93]. Es wird angenommen, dass der
spektrale Unterschied zwischen Melanozyten und Keratinozyten hauptsachlich durch
das Pigment Melanin begrindet werden kann, das ausschliel3lich von Melanozyten
synthetisiert wird. Untersuchungen des Proteingehaltes und der -zusammensetzung
von Keratinozyten und Melanozyten waren hilfreich, um die Unterschiede der
Proteinbanden erklaren zu kénnen.

Da beide Zelltypen aus der Epidermis isoliert werden, ist eine Kontamination der
Melanozytenpopulation mit Keratinozyten madglich (siehe Abbildung 5-38), die vor der
Herstellung von beispielsweise pigmentierten Hautmodellen ausgeschlossen werden
muss. Um solche Herstellprozesse standardisieren und somit gleichbleibende
Qualitaten gewahrleisten zu kdénnen, mussen die verwendeten Zellpopulationen
festgelegten Spezifikationen entsprechen. Anhand der Raman-Spektren wurde flr
die Melanozytenpopulation eine Sensitivitat von 90% erreicht, so dass nur 10% der
Spektren falschlicherweise als Keratinozyt vorhergesagt wurde. Eine Spezifitat von
95% bedeutet flr diese Analyse, dass die Wahrscheinlichkeit eine potentielle
Kontamination mit Keratinozyten nicht zu detektieren, bei 5% liegt.

Zur Uberprifung, ob molekulare, potentiell pathologische Veranderungen von
primaren Keratinozyten nicht invasiv detektiert werden konnen, sind Raman
spektroskopische Untersuchungen von primaren und in vitro modifizierten
Keratinozyten (HaCaT) durchgefiihrt worden. Es sind keine Unterschiede in den
Wellenzahlbereichen der Raman-Spektren von primaren Keratinozyten und HaCaT
Zellen detektiert worden, die typischerweise Lipidstrukturen zugeordnet werden wie
beispielsweise Raman-Banden bei 1079 cm™ und 1300 cm™ [87, 90]. Gleiche
Ergebnisse sind auch fir die Analyse des Gesamtlipidgehaltes von primaren
Keratinozyten und HaCaT Zellen durch Lipidextraktion beschrieben worden [167]. Im
Gegensatz dazu zeigten die Raman-Spektren dieser beiden Zelltypen Unterschiede
in den Wellenzahlbereichen bei 727 cm™, 785 cm™, 1003 cm™, 1093 cm™, 1252 cm’”
und 1660 cm™, die molekularen Schwingungen von Proteinen und Nukleinsduren

zugeordnet worden sind. Diese Raman-Banden zeigen hohere Intensitaten in den
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Spektren der HaCaT Zellen als in den Spektren der primaren Keratinozyten. Die
Zuordnungen der Raman-Banden zu Nukleinsguren und Proteinen sind durch die
Analysen verschiedener Zelltypen sowie wassriger RNA- und DNA-LOsungen
gemacht worden [90, 92, 104]. Unter Berucksichtigung dieser Ergebnisse kdnnen die
biochemischen Unterschiede zwischen primaren und in vitro modifizierten
Keratinozyten auf verschiedene Protein- und Nukleinsauregehalte aufgrund eines
veranderten Proliferationspotentials der HaCaT Zellen zuruckgefuhrt werden. Der
Einfluss des Proliferationsverhaltens von Zellen auf den biochemischen
Fingerabdruck des Raman-Spektrums ist bereits fur die Analyse von primaren und
kanzerogenen Zervikalzellen sowie flr gesunde und transformierte Brustepithelzellen
gezeigt worden [153, 168].

Die berechnete Sensitivitat von 87% fur die Keratinozytenpopulation zeigt, dass ein
geringer Anteil der primaren Keratinozyten falschlicherweise als HaCaT-Zellen
hervorgesagt wurde. Allerdings zeigt der fur diese Analyse wichtigere Wert der
Spezifitdat von 100%, dass alle HaCaT-Zellen richtig zugeordnet worden sind. Somit
hat diese Raman spektroskopische Untersuchung gezeigt, dass eine potentiell
pathologische Veranderung von Keratinozyten mit groRer Wahrscheinlichkeit
detektiert werden wirde.

Aufgrund dieser Ergebnisse flir die Raman spektroskopische Analyse
unterschiedlicher Hautzellen, konnte gezeigt werden, dass sich sowohl dermale von
epidermalen Zellen als auch verschiedene epidermale Zellen voneinander
unterscheiden lassen. Daruber hinaus ist die Trennung von in vitro modifizierten von
primaren, gesunden Keratinozyten anhand ihrer Raman-Spektren mdglich. Daher
scheint diese nicht invasive, d.h. berthrungs-, marker- und zerstérungsfreie Methode
ein geeignetes Werkzeug fur die Charakterisierung und Qualitatskontrolle von

Hautzellpopulationen zu sein.

6.2.Charakterisierung von Endothelzellen

Eine grolie Herausforderung bei der Implantation autologer Transplantate, die haufig
aus mehrschichtigen Gewebestrukturen bestehen, ist die ausreichende Versorgung
mit Nahrstoffen und Sauerstoff [169, 170]. Eine mdgliche Strategie ist die
Entwicklung von vaskularisierten Implantaten, die sogar an den Blutkreislauf des
Patienten angeschlossen werden kénnen. Um solche Blutgefastrukturen aufbauen

zu konnen, mussen Endothelzellen des Patienten isoliert und mit dem Konstrukt
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kultiviert werden, damit diese die BlutgefalRe auskleiden [169]. Allerdings wird die
Isolierung und Kultivierung reiner Endothelzellpopulationen durch die haufigen
Kontaminationen mit Fibroblasten, das anspruchsvolle in-vitro-Kultivierungsverhalten
sowie die geringe Lebensdauer erschwert [18]. Die frihzeitige Detektion potentieller
Kontaminationen mit Fibroblasten konnte Aufschluss uber die Qualitdt der
Endothelzellpopulation geben.

Die Raman spektroskopische Analyse dieser beiden Zelltypen hat ergeben, dass
signifikante Unterschiede in den Raman-Banden bei 955cm™, 980 cm™ und
1451 cm™ zu finden sind. In den Spektren der mv Endothelzellen sind die Banden bei
955 cm™ und 1451 cm™ vorherrschend, die Lipiden und Proteinen und speziell
Kollagenen zugeordnet wurden. Die Raman-Bande bei 980 cm™, die in den Spektren
der Fibroblasten dominiert, kann denselben Stoffklassen zugeordnet werden.

Auch die hohen Werte der Sensitivitat (98%) und Spezifitat (93%) fur die
Endothelzellpopulation lassen Ruckschlisse auf eine zuverlassige Zuordnung der
Spektren zu. Anhand der erfolgreichen Trennung dieser beiden Zelltypen konnte
direkt nach der Isolierung der Endothelzellen eine Kontamination mit Fibroblasten
nicht invasiv detektiert werden und die Qualitat der Zellpopulation bestimmt werden.
Werden die Spezifikationen eingehalten, so kdnnen diese Zellen fir die
Endothelialisierung von Tissue Engineering Produkten weiterverwendet werden.

Um zusatzlich zu Uberprifen, ob durch verlangerte in-vitro-Kultivierungszeiten
verursachte pathologische Veranderungen der mv Endothelzellen anhand von
Raman spektroskopischen Untersuchungen detektiert werden kdnnen, wurden diese
mit einem Plasmid transfiziert und so erfolgreich immortalisierten mv Endothelzellen
(hMEC-1 Zellen) analysiert [18]. Diese so entwickelten hMEC-1 Zellen sind den
primaren mv Endothelzellen sowohl morphologisch als auch funktionell sehr ahnlich
[18]. Allerdings konnte ein Unterschied zwischen den transformierten und primaren
Endothelzellen in der Wachstumsrate, die fur die modifizierten Zellen deutlich hoher
ist, beobachtet werden [18].

Wird fir die Raman spektroskopische Unterscheidung von immortalisierten und
primaren Endothelzellen das Gesamtspektrum von 600 cm™ - 1800 cm™ fiir die
Trennung dieser beiden Zelltypen verwendet, so ist keine Gruppierung der Scores im
Score-Plot zu beobachten und somit auch keine Unterscheidbarkeit der Spektren
gegeben. Die Differenz- und Loadingspektren weisen eher ein niedrigeres
Signal/Rausch-Verhaltnis auf als wichtige spektrale Informationen. Wird allerdings
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nur die Raman-Bande bei 980 cm™ fiir die Analyse verwendet, die molekularen
Schwingungen (C-H und C-C-Bindungen) von Proteinen und Lipiden zugeordnet
werden kann, so ist eine Trennung der Scores der beiden Zelltypen erfolgreich [90,
97]. Folglich Iasst sich erstens die bereits oben beschriebene Ahnlichkeit der hMEC-1
Zellen und der primaren mv Endothelzellen anhand der Raman-Spektren bestatigen,
zweitens kann gezeigt werden, dass bei der Betrachtung eines ganz spezifischen
Spektrenbereiches (Raman-Bande bei 980 cm™) eine Trennung méglich ist und
somit davon ausgegangen werden kann, dass eine molekulare Veranderung

detektierbar ist.

6.3.Charakterisierung von Stammzellen

Stammzellen sind eine ideale Zellquelle fiur Anwendungen in der Regenerativen
Medizin, da sie das Potential besitzen sich in verschiedene Richtungen zu
entwickeln, wie beispielsweise zu Knorpel und Knochen. Aus diesem Grund spielen
Stammzellen gerade in der Behandlung von Knorpel- und Knochendefekten eine
wichtige Rolle [105, 171, 172]. Obwohl die Isolierung und in-vitro-Kultivierung von
Stammzellen aus dem Knochenmark einfach durchzufihren ist, besteht auch hier wie
bereits in Abschnitt 6.1 und 6.2 fur die Keratinozyten- und Endothelzellpopulationen
beschrieben, die Gefahr der Kontamination mit Fibroblasten oder anderen
undefinierten Zelltypen [19, 20]. Um solche Kontaminationen mdglichst frihzeitig
detektieren zu kdnnen, muss die Stammzellpopulation vor der Verwendung analysiert
werden. Allerdings ist die Unterscheidung von Stammzellen und Fibroblasten
aufgrund ahnlicher Morphologien sowie identischer Oberflachenmarker schwierig
[173]. Anhand von durchflusszytometrischen Analysen konnte gezeigt werden, dass
die in der Literatur beschriebenen Fibroblasten-spezifischen Marker fur die Trennung
von Stammzellen und Fibroblasten nicht geeignet sind, da diese Marker auch fir
Uber 85% der Stammzellpopulation detektiert wurden. Eine geeignete Methode fir
die Unterscheidung von Stammzellen und Fibroblasten ist die Durchfliihrung eines in-
vitro-Differenzierungsassays, da wie gezeigt, nur die Stammzellen und nicht die
Fibroblasten die Fahigkeit besitzen in Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten
zu differenzieren. Allerdings sind die Nachteile dieser Methode die lange
Kultivierungsdauer von bis zu vier Wochen und die hohe Zellzahl, die fur diesen
Nachweis benotigt wird. Daruber hinaus wurde bereits gezeigt, dass Fibroblasten
auch das Potential besitzen in Adipozyten, Osteoblasten und Chondrozyten zu
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differenzieren [152, 173]. Bisherige Raman spektroskopische Untersuchungen von
Stammzellen haben sich mit dem Differenzierungsnachweis dieser Zellen, der
Analyse von Stammzellkolonien sowie mit Vitalitatsstudien von Stammzellen aus der
Nabelschnur beschaftigt [97, 174-178]. Es wurden keine Studien gefunden, die die
Unterscheidung von Stammzellen und einem anderen primaren Zelltyp mittels
Raman spektroskopischer Untersuchungen beschreibt.

Der Vergleich der Raman-Spektren der Fibroblasten- und Stammzellpopulationen hat
mit Hilfe der multivariaten Analyse gezeigt, dass sich diese beiden Zelltypen
voneinander trennen lassen. Es sind keine signifikanten Raman-Banden fur diese
Trennung verantwortlich, sondern die spektrale Grundlinie dieser Raman-Spektren ist
ausschlaggebend fur die Unterscheidung. Unterschiede in der Grundlinie von
Spektren kdénnen aufgrund verschiedener endogener Autofluoreszenzen verursacht
werden [96]. Grundsatzlich zeigen Zellen, die stark pigmentiert sind oder eine hohe
metabolische Aktivitat haben, erhdhte Autofluoreszenzsignale und Tumorgewebe
niedrigere Autofluoreszenzsignale als gesunde Gewebe [96, 179]. Auch mit Hilfe von
Analysen der Multiphotonenspektroskopie konnte belegt werden, dass
ausdifferenzierte Stammzellen ein niedrigeres Autofluoreszenzsignal zeigen als
undifferenzierte Stammzellen. Dieses Phanomen wurde durch die Abnahme der
reduzierten Form des NAD(P)H im Vergleich zur oxidierten Form wahrend der
Differenzierung von Stammzellen begrindet und dadurch auf einen erhdhten
Sauerstoffverbrauch geschlossen [103]. Aullerdem konnte gezeigt werden, dass eine
Abnahme des Verhaltnisses von NAD(P)H/NAD" einen erhéhten Metabolismus von
Zellen anzeigt [180]. Daher wird angenommen, dass die spektralen Unterschiede auf
die erhdhte Autofluoreszenz der Stammzellen im Gegensatz zu den Fibroblasten
zurtckzufuhren ist.

Aufgrund der erfolgreichen Trennung der beiden Zelltypen durch die
Hauptkomponentenanalyse wie auch durch die hohen Werte fir die Sensitivitat
(97%) und Spezifitat (95%) konnte gezeigt werden, dass die Raman-Spektroskopie
eine vielversprechende Analysemethode flr die Detektion von Kontaminationen von

Stammzellsuspensionen mit Fibroblasten ist.

6.4.Charakterisierung von Knorpelgewebe und -zellen

Die erfolgreiche Therapie von Gelenkknorpeldefekten stellt bisher eine grofRRe
Herausforderung dar. Eine mdgliche Behandlungsstrategie ist der Einsatz von

119



6. Diskussion der Ergebnisse

autologen Knorpeltransplantaten [175]. Fur die Herstellung solcher Transplantate
werden die Chondrozyten zunachst in vitro kultiviert bevor sie dann in Form eines
Konstrukts oder als Zellsuspension dem Patienten implantiert werden [105]. Der
Erfolg dieser Behandlungsmethode ist in den letzten 15 Jahren trotz groler
Forschungsanstrengungen  allerdings  ausgeblieben, da die einheitliche
Zusammensetzung der verwendeten Matrix nicht der in vivo Situation entspricht. Der
Gelenkknorpel besitzt eine Zonierung, die bei der Herstellung der Transplantate
bisher nicht bertcksichtigt worden ist. Innerhalb des Gelenkknorpels wird zwischen
der Superfizial-, Tangential- und Radiarzone unterschieden, in denen die
Chondrozyten, je nach Zone, unterschiedliche Matrixbestandteile exprimieren [181].
Einige Studien haben die erfolgreiche Adaption der in vitro Kkultivierten
Knorpeltransplantate an die in vivo Situation gezeigt [182]. Uberpriift werden die
Eigenschaften dieser Konstrukte typischerweise quantitativ mittels der Bestimmung
des Glykosaminoglykan- und Kollagengehaltes oder durch die Genexpression von
Aggrekan und Kollagen Typ 2. Qualitativ wird die Zonierung durch histologische
Farbungen wie beispielsweise Safranin O bestimmt [147]. Allerdings bedingen alle
genannten Methoden die Zerstérung des Konstrukts. Daher wurde eine Raman
spektroskopische Analyse der Zonierung des Knorpelgewebes durchgeflihrt. Ferner
ist die Charakterisierung der Chondrozyten, die fur die Herstellung solcher
Konstrukte verwendet werden, sehr wichtig, wodurch die Untersuchung der
Zellpopulation auf potentiell pathologische Veranderungen sowie die Analyse der
Unterscheidbarkeit von Chondrozyten und Stammzellen motiviert war. Dartber
hinaus ist die Bestimmung des Differenzierungszustandes ein wichtiges Merkmal fur
die Charakterisierung der verwendeten Zellpopulation.

Bisher wurden erst wenige Raman spektroskopische Analysen von
Knorpelmaterialien durchgefiihrt und keine Studie zur Untersuchung von vitalen
Chondrozyten gefunden. Es konnte bisher gezeigt werden, dass die Detektion
kristalliner Ablagerungen in Chondrozyten und in der extrazellularen Matrix des
Knorpels (Kaninchen) nach laser-assistierter Knorpel-Neuformung anhand Raman
spektroskopischer Analysen mdglich ist [183]. Aulierdem wurde die Raman-
Spektroskopie als eine geeignete Methode getestet, um Knorpelschaden frihzeitig
zu detektieren, indem porcine Knorpelgewebeproben zunachst komprimiert und dann
spektroskopisch untersucht wurden [184]. Des Weiteren ist humaner Knorpel als
Bestandteil des Bronchialgewebes Raman spektroskopisch untersucht worden, um
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diesen von den Ubrigen Bestandteilen zu unterscheiden [137]. Die Zonierung boviner
und porciner Knorpelschnitten konnte mittels IR- und Raman-Spektroskopie
detektiert werden [185, 186]. Ferner wurde die Detektion molekularer Veranderungen
des Knorpels und der Synovialflissigkeit aufgrund von Osteoarthritis mit Hilfe der
Raman-Spektroskopie untersucht [121].

Die Trennung von porcinen Chondrozyten und mesenchymalen Stammzellen mittels
Raman spektroskopischer Analysen war motiviert durch die Identifikation von
Zellklonen mit Stammzelleigenschaften im Gelenkknorpel, die die Homogenitat der
Chondrozytenpopulation beeintrachtigen [187]. FlUr die Herstellung von in vitro
kultivierten Knorpeltransplantaten muss der Einsatz von definierten, reinen
Zellpopulationen gewahrleistet werden. Die erfolgreiche Unterscheidung dieser
beiden Zelltypen aufgrund ihrer Raman-Spektren innerhalb des Scoreplots ist auf die
Wellenzahlbereiche bei 1003 cm™, 1090 cm™, 1295 cm™, 1437 cm™ und 1657 cm™
zuriickzufiihren. Die Raman-Bande bei 1003 cm™ wurde der Stoffklasse der Proteine
zugeordnet und zeigt fur diese Analyse eine hohere Intensitat in den Spektren der
Stammzellen als in den Spektren der Chondrozyten. Da die Intensitat der
Phenylalanin-Bande ein Indikator fur die Proteinkonzentration einer Zelle ist, kann
aus diesem Ergebnis geschlussfolgert werden, dass die Stammzellen einen hdheren
Proteingehalt aufweisen als die Chondrozyten [136]. Es wird angenommen, dass die
héhere metabolische Aktivitadt von Stammzellen im Gegensatz zu den
stoffwechseltragen Chondrozyten den Unterschied des Proteingehalts verursacht
[188]. Die Uibrigen Raman-Banden bei 1090 cm™, 1295 cm™, 1437 cm™ und 1657 cm™,
die fur die Trennung von Stammzellen und Chondrozyten identifiziert wurden, sind
unter anderem molekularen Schwingungen von Lipiden zugeordnet worden. Die
Raman-Banden bei 1090 cm” und 1295cm™ sind nur in den Spektren der
Chondrozyten deutlich als Bande erkennbar, wobei die Banden bei 1437 cm™ und
1660 cm™ hohere Intensitaten in den Spektren der Chondrozyten als in den Spektren
der Stammzellen zeigen. Daher kann vermutet werden, dass der Lipidgehalt in
Chondrozyten hoher ist als in Stammzellen. Der erhdhte Lipidgehalt in Chondrozyten
kann durch ihren tragen Metabolismus und die dadurch gebildeten Lipidvesikel
erklart werden, die die Stammzellen aufgrund ihrer héheren Stoffwechselaktivitat
nicht bilden [188]. Die Spektren der Chondrozytenpopulation wurden zu 98% richtig
zugeordnet und die Spektren der Stammzellen zu 91%.
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Um zu Uberprifen, ob potentiell pathologische Veranderungen der Chondrozyten mit
Hilfe der Raman-Spektroskopie detektiert werden konnen, wurden die Raman-
Spektren von primaren Zellen und Zellen der Chondrosarkom-Zelllinie (SW1353)
verglichen. Die Unterscheidung dieser beiden Zelltypen, die in einem Scoreplot
deutlich gezeigt werden konnte, ist durch Unterschiede in der Grundlinie der Raman-
Spektren zu erklaren. Wie bereits in Abschnitt 6.3 beschrieben worden ist, kdnnen
Unterschiede in der Grundlinie durch Unterschiede in der Autofluoreszenz erklart
werden. Fur verschiedene Gewebearten wurde gezeigt, dass kanzerogene im
Gegensatz zu gesunden Zellen wegen einer verringerten Fluoreszenz des
Tryptophans oder NADP(H)s eine deutlich geringere Autofluoreszenz haben [189,
190]. Aufgrund der Sensitivitat der Messungen der Chondrozytenpopulation von 91%
konnte gezeigt werden, dass nur ein geringer Teil der Spektren falsch zugeordnet
wurde. Der fur diese Anwendung viel wichtigere Wert der Spezifitat (97%) besagt,
dass nur 3% der Spektren falschlicherweise nicht als kanzerogen eingestuft werden.
Dadurch besteht nur ein geringes Restrisiko, potentiell pathologisch veranderte
Zellen nicht zu detektieren und die Zellpopulation fur die Verwendung freizugeben.

Zusatzlich zur Detektion potentiell pathologischer Veranderungen sowie der
Unterscheidbarkeit von Stammzellen und Chondrozyten ist die Analyse des
Differenzierungsstatus wichtig fur die Charakterisierung der Zellpopulation. Der
Differenzierungsstatus lasst Aussagen daruber zu, ob die Zellen ihre
zelltypspezifischen Eigenschaften wie die Morphologie und das Genexpressions-
muster zeigen [191]. Werden die Chondrozyten aus ihrer naturlichen Umgebung flr
die in-vitro-Kultivierung herausgelOst, so verandert sich der Phanotyp dieser Zellen,
in dem andere, fir das Gewebe untypische, Matrixbestandteile synthetisiert werden
und die Zellen eine fibroblastare Morphologie annehmen [191]. Daher wurde dieser
Differenzierungsstatus von vitalen Chondrozyten Raman spektroskopisch untersucht
und parallel dazu immunzytologisch Uberprift. Die Raman-Spektren der
unterschiedlich lang kultivierten porcinen Chondrozyten (0, 7, 14 und 21 Tage)
unterscheiden sich in den Wellenzahlbereichen bei 1066 cm™’, 1078 cm™, 1266 cm™,
1300 cm™, 1437 cm™ und 1657 cm™'. Die Intensitiaten dieser Raman-Banden nimmt
Uber die Kultivierungsdauer kontinuierlich ab, wobei ein signifikanter Unterschied nur
zwischen den Raman-Spektren der unkultivierten und kultivierten Zellen detektiert
wird. Die Raman-Banden bei 1066 cm™ und 1266 cm™” wurden extrazelluldren
Matrixkomponenten des Gelenkknorpels, wie Glykosaminoglykanen und Kollagenen

122



6. Diskussion der Ergebnisse

zugeordnet [17, 90, 192]. Da die Intensitat einer Raman-Bande mit der Konzentration
einer Substanz korreliert (siehe Formel 6.1), kann aufgrund dieser Untersuchung
angenommen werden, dass die Konzentration der von den Chondrozyten
synthetisierten Glykosaminoglykanen und Kollagenen uber die Kultivierungsdauer
von drei Wochen abnimmt. Die immunzytologischen Analysen der Chondrozyten
Uber die Kultivierungsdauer von drei Wochen bestatigt eine stetige Abnahme der
Aggrekan- und Kollagen Typ 2-Synthese [191, 193]. Allerdings wurde eine Zunahme
der Kollagen Typ 1-Synthese beobachtet, was nicht mit den Raman
spektroskopischen aber mit den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen
Ubereinstimmt.

Des Weiteren haben die Intensitdten der Raman-Banden bei 1078 cm™, 1300 cm’
und 1440 cm™, die Kohlenwasserstoff- oder Kohlenstoff-Kohlenstoffbindungen
zugeordnet wurden, uber die Kultivierungsdauer abgenommen [56, 90, 121]. Da die
meisten Lipide einen langkettigen Kohlenwasserstoffrest besitzen, wurden diese
Raman-Banden unter anderem dieser Stoffklasse zugewiesen. Ferner konnten in
anderen Studien die Lipidzuordnungen durch das Abrastern verschiedener Zelltypen
mit dem Raman-Spektrometer gemacht werden [107]. Daher wird vermutet, dass
dedifferenzierte im Gegensatz zu frisch isolieten Chondrozyten einen geringeren
Lipidgehalt besitzen. Es wird angenommen, dass die dedifferenzierten Chondrozyten
aufgrund eines erhdhten Stoffwechsels ihre Lipideinlagerungen Uber die
Kultivierungsdauer abbauen und die Abnahme der Intensitaten der Lipidbanden in
den Raman-Spektren dadurch begriindet werden kann. Ahnliche Unterschiede in den
Intensitaten der Lipidbanden konnten, wie oben beschrieben, auch flr den Vergleich
von frisch isolierten Chondrozyten und Stammzellen gezeigt werden. In einigen
Studien ist beschrieben, dass dedifferenzierte Chondrozyten einen stammzellartigen
Phanotypen annehmen, d.h. vor allem entsprechende Oberflachenmarker
exprimieren (CD10, CD90, CD105, CD166) und eine ahnliche Morphologie
annehmen [194]. Die Ahnlichkeiten der Lipidbanden in den Raman-Spektren
bestatigen diese Gleichartigkeit von dedifferenzierten Chondrozyten und
Stammzellen.

Neben der Charakterisierung der Zellen spielt die Analyse der extrazellularen Matrix
sowohl fur die Beurteilung der Qualitat von Tissue Engineering Konstrukten als auch
in der medizinischen Diagnostik eine grof3e Rolle. Die Untersuchung der zonalen
Struktur von Knorpelgeweben erfolgte anhand von histologischen Schnitten. Es
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wurde gezeigt, dass sich die Superfizial- und Radiarzone des Knorpels in den
Wellenzahlbereichen bei 818 cm™, 856 cm™, 920 cm™, 1065 cm™, 1069 cm™ und
1340 cm™ unterscheiden. Die Raman-Banden bei 818 cm™, 856 cm™ und 920 cm™,
deren Intensitaten in den Raman-Spektren der Superfizialzone hoher sind als in den
Spektren der Radiarzone, wurden molekularen Schwingungen der Aminosaure Prolin
zugeordnet. Da Kollagen zu einem grof3en Anteil aus (Hydroxy)-Prolin besteht, fand
eine Zuordnung dieser Raman-Banden zu diesem Protein statt [91, 195, 196]. Durch
die Raman spektroskopische Analyse von humanem Bronchialknorpel sowie
kommerziell erhaltlichem Kollagenpulver wurden ahnliche Raman-Banden gefunden,
die den Kollagenen =zugeordnet wurden [121, 137]. Anhand dieser
Intensitatsunterschiede in den Raman-Spektren der unterschiedlichen Zonen des
Gelenkknorpels kann angenommen werden, dass der Kollagengehalt in der
Superfizialzone hoher ist als in der Radiarzone. Die immunhistologische und
biochemische Analyse des Gesamtkollagengehalts von bovinen Knorpelgewebe-
proben haben ergeben, dass dieser in der Superfizialzone am hdchsten ist [146].
Zusatzlich zu den Unterschieden des Kollagengehaltes sind die Wellenzahlbereiche
bei 1065 cm™, 1069 cm™ und 1340 cm™ wichtig fiir die Trennung der Superfizial- und
Radiarzone des hyalinen Knorpels. Diese Raman-Banden wurden typischen
extrazellularen Matrixbestandteilen wie Glykosaminoglykanen und speziell den
Molekulen Aggrekan und Chondroitinsulfat durch die Analyse der jeweiligen
Reinstoffe zugeordnet [111, 192]. AuRerdem zeigten die Raman spektroskopischen
Analysen des Bronchialknorpels ahnliche Raman-Banden und Zuordnungen zu
sulfatierten Glykosaminoglykanen [137]. Aufgrund der hoheren Intensitaten dieser
Raman-Banden in den Spektren der Radiarzone, kann angenommen werden, dass
der Glykosaminoglykangehalt in der Radiarzone héher ist als in der Superfizialzone
des Knorpels. Diese Ergebnisse wurden durch die Safranin O-Farbung bestatigt, die
Glykosaminoglykanstrukturen orange anfarbt. Darlber hinaus zeigten biochemische
und histologische Analysen von bovinen Knorpelproben einen Anstieg des
Glykosaminoglykangehaltes des Trockengewichtes von der Superfizial- bis hin zur
Radiarzone [146]. Auch die Raman spektroskopische Untersuchung von porcinen
Knorpelgewebeschnitten hat gezeigt, dass das Proteoglykan/Kollagen-Verhaltnis in
der Superfizialzone geringer ist als in der Radiarzone. Deutlich héhere Intensitaten in
den Spektren der Radiar- als in der Superfizialzone wurden fir die Raman-Banden
bei 1068 cm™ und 1342 cm™ detektiert [185].
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Um die Zuordnung der Raman-Banden zu den Glykosaminoglykanen zu uberprufen,
sind die Kryoschnitte der Knorpelbiopsien nach der Raman spektroskopischen
Analyse enzymatisch behandelt worden. Das Enzym Chondroitinase baut mit Hilfe
von Wasser Chondroitinsulfate zu ungesattigten Disacchariden ab [99]. Die
Untersuchungen des behandelten Schnittes haben gezeigt, dass die Intensitaten der
Raman-Bande bei 1065-1069 cm™ im Vergleich zu den unbehandelten Schnitten
signifikant abgenommen haben. Ferner war fur die Safranin O-Farbung des Schnittes
nach der enzymatischen Behandlung keine Orangefarbung der Radiarzone mehr zu
erkennen. Der Abbau von Chondroitinsulfaten durch das Enzym Chondroitinase ist
bereits fur verschiedene andere Gewebe beschrieben worden [116, 197]. Diese
Ergebnisse bestitigen sowohl die Zuordnung der Raman-Bande bei 1065-1069 cm’’
zu Chondroitinsulfat als auch die Moglichkeit die zonale Struktur anhand von Raman
spektroskopischer Untersuchungen detektieren zu kdnnen.

Aufgrund dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass sich sowohl frisch isolierte
Chondrozyten von Stammzellen als auch von Zellen der Chondrosarkomzelllinie
anhand Raman spektroskopischer Unterschiede trennen lassen. Ferner lasst sich der
Differenzierungsstatus von Chondrozyten durch eine Abnahme der Raman-
Bandenintensitat detektieren. Durch die zusatzliche Charakterisierung der
extrazellularen Matrix der unterschiedlichen Zonen des Gelenkknorpels mittels der
Raman-Spektroskopie wurde belegt, dass dieses laserbasierte Verfahren ein
vielversprechendes Werkzeug fir die Analyse von in vitro kultivierten Chondrozyten

sowie der Knorpeltransplantate ist.

6.5.Charakterisierung von Knochenmatrizen

Die Mikrostruktur sowie die chemische Zusammensetzung des Knochens sind
wichtige Charakteristika, um die Knochenqualitat, Frakturrisiken sowie krankhafte
Veranderungen zu analysieren. Ferner sind diese Eigenschaften wichtig fur die
Beurteilung von in vitro synthetisierten Knochenmatrizes, die beispielsweise als
Testmodelle fir die Interaktion von Krebszellen mit Knochengewebe verwendet
werden. Die Raman spektroskopische Untersuchung von Knochenmatrizes bietet die
Moglichkeit, Aussagen uber die chemische und molekulare Komposition der
untersuchten Materialien zu machen. Bisherige Raman spektroskopische Analysen
haben die chemische Zusammensetzung sowie die Struktur verschiedener

Knochenproben betrachtet [120, 124, 198, 199]. Ferner wurden Knochengewebe, die
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unterschiedlich mineralisiert waren sowie kranke und gealterte mit gesunden
Knochenproben Raman spektroskopisch miteinander verglichen [200]. Die Reaktion
der Knochenmatrix auf verschiedene mechanische Belastungen sowie die
Einschatzung der Knochenqualitdt und des daraus resultierenden Frakturrisikos
wurden Raman spektroskopisch analysiert [98, 122]. Zusatzlich zur Knochenmatrix
wurden Knochenzellen mit dem Raman-Spektrometer vermessen, wobei der Fokus
auf der Analyse unterschiedlicher Kultivierungssubstrate sowie auf der
Unterscheidung primarer Zellen von Zelllinien lag [56, 201, 202]. Obwohl bereits in
vitro synthetisierte Knochenmatrizes spektroskopisch untersucht wurden, indem
embryonale und adulte Stammzellen sowie Osteoblasten der Maus Verwendung
fanden, ist die von primaren, humanen Osteoblasten synthetisierte Matrix bisher
noch nicht Raman spektroskopisch analysiert worden und war daher Gegenstand
dieser Arbeit.

Um Vorgange, die wahrend der Metastasierung von Prostatakrebszellen in
Knochengewebe ablaufen sowie die Interaktion von Krebszellen und der
Knochennische untersuchen zu kdnnen, wird eine artifizielle Knochenmatrix bendtigt,
die mdglichst gut die native Situation widerspiegelt. Diese Modellmatrix kann von
primaren osteogen differenzierten Osteoblasten in vitro synthetisiert werden und
wurde bereits mit den verschiedensten Methoden charakterisiert, wie beispielsweise
Rasterelektronenmikroskopie, Rontgenphotoelektronenspektroskopie oder Immun-
chemie [118]. Zur Uberpriifung der molekularen Zusammensetzung dieser in vitro
synthetisierten Matrix mit der von nativem Knochen wurden Raman spektroskopische
Untersuchungen von beiden Materialien durchgeflihrt. Die extrazellulare Matrix, die
von primaren und mit Expansionsmedium kultivierten Osteoblasten synthetisiert
wurde, diente als Kontrolle.

Zum Vergleich der Raman-Spektren dieser in vitro synthetisierten Matrix mit denen
des nativen Knochengewebes wurde zunachst das primare Gewebe analysiert. Die
charakteristischsten Raman-Banden sind in den Wellenzahlbereichen bei 856 cm'1,
961 cm™, 1072 cm™ und 1453 cm™ zu finden. Molekulare Schwingungen des
Kollagens sind den Raman-Banden bei 856 cm™ und 1453 cm™ zugeordnet worden,
indem bovine Sehnen (Kollagen Typ 1) und der Knorpel vom Huhn (Kollagen Typ 2)
vermessen wurden [119]. Da die extrazellulare Matrix des Knochens uUberwiegend
aus Kollagen Typ 1 besteht, fand eine Zuordnung dieser Proteinbanden zu Kollagen
Typ 1 statt [119]. Die charakteristischste Raman-Bande des Knochenmaterials ist bei
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961 cm™' zu finden und kann der Phosphat-Gruppe des Hydroxylapatits zugeordnet
werden. Ferner war eine Raman-Bande des nativen Knochenmaterials bei 1072 cm™
zu finden, die der Karbonatgruppe des Apatits zugeordnet wurde. Diese
Zuordnungen erfolgten durch Messungen verschiedenster Knochenproben [119]. Die
Raman-Spektren der in vitro synthetisierten Knochenmatrix zeigt exakt die gleichen
Banden bei 856 cm™, 961 cm™ und 1453 cm™, die bereits fiir die Messungen des
nativen Knochenmaterials beschrieben worden sind. Ferner ist eine deutliche
Raman-Bande bei 1003 cm™ vorhanden. Im Gegensatz dazu kénnen in dem Raman-
Spektrum der Kontrollmatrix nur Banden bei 1003 cm™ und 1453 cm™ detektiert
werden, die zuvor molekularen Proteinschwingungen (Kollagen) zugeordnet worden
sind. Der signifikanteste Unterschied zwischen den Spektren der Kontrollmatrix und
der differenzierten Matrix ist die Raman-Bande des Hydroxylapatits, die nur im
Spektrum der differenzierten Matrix detektiert werden konnte. Die in den Spektren
der nativen Knochengewebe identifizierte Karbonatbande (1072 cm™) ist in der
synthetisierten Matrix nicht vorhanden. Daher kann angenommen werden, dass
keine Substitution der in dem Hydroxylapatit vorkommenden OH™ -oder PO,*-Gruppe
durch die Karbonatgruppe stattgefunden hat, wie es im nativen Knochen der Fall ist
[119]. Anhand dieser Analyse wird deutlich, dass nur die osteogen differenzierten
Osteoblasten das fur die Knochenmatrix charakteristische Hydroxylapatit synthetisiert
haben und in der Kontrollmatrix keine Mineralisierung beobachtet werden konnte. Die
Trennung dieser beiden Matrizes ist auch im Score Plot sehr gut detektierbar.
Auffallig ist im Gegensatz zur Kontrollmatrix die starke Streuung der Scores der
Matrix, die von den differenzierten Zellen synthetisiert worden ist. Dadurch kann auf
eine hohere Homogenitat der Kontrollmatrix geschlossen werden. Vermutlich liegt
dieser Unterschied in der unterschiedlich starken Mineralisierung der Modellmatrix,
die in den Raman-Spektren sichtbar wird. Die Kontrolimatrix ist gar nicht oder nur
sehr gering mineralisiert, wodurch einheitlichere Raman-Spektren erhalten werden.

Durch die Ahnlichkeit der Raman-Spektren von der in vitro synthetisierten Matrix
sowie des nativen Knochengewebe kann angenommen werden, dass diese von den
primaren Osteoblasten synthetisierte Matrix ein gutes Modell fir die Analyse der
Metastatisierung und der Interaktion von Krebszellen und der Knochennische

darstellt.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Es konnte gezeigt werden, dass sich die Raman-Spektroskopie fur die Analyse von
vitalen Zellen als auch der extrazellularen Matrix von Knorpel und Knochengeweben
eignet. Sowohl verschiedene primare Hautzellen als auch Endothel- und
Stammzellen sowie Chondrozyten konnten erfolgreich charakterisiert werden. Des
Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Unterscheidung von primaren und
modifizierten Zellen anhand ihrer Raman-Spektren mdglich ist. Diese
Unterscheidbarkeit basiert auf den unterschiedlichsten zellularen Eigenschaften und
Zusammensetzungen der extrazellularen Matrizes.

Damit die Raman-Spektroskopie als nicht invasive Analysemethode sowohl in der
klinischen Diagnostik als auch in der Qualitatskontrolle von artifiziellen Geweben und
Organen eingesetzt werden kann, sollte ein automatisiertes Gerat entwickelt werden
indem der Auswertevorgang der Spektren bereits integriert ist. Die einfache
Handhabbarkeit des Gerates sowie eine leicht verstandliche Darstellung der
Messergebnisse sind bei der Entwicklung anzustreben. Ein weiteres Ziel ist die
Verkurzung der Messzeiten, die mit einer aktuellen Integrationszeit von 100 s flr eine
Zelle relativ lange sind. Durch die Verwendung eines Lasers mit geringerer
Wellenlange oder hoherer Laserleistungen sollten Messzeiten im Sekundenbereich
erreicht werden konnen.

Um einen mdglichst grolen Anteil der Probe analysieren zu kénnen und somit eine
moglichst zuverlassige Aussage treffen zu kdnnen, sollte diese optimalerweise mit
einem Laser abgerastert und nicht nur stichprobenweise einzelne Spots innerhalb
der Probe vermessen werden. Des Weiteren ist die Erstellung einer Datenbank, die
Referenzspektren jeglicher Gewebe- und Zelltypen enthalt, wichtig, um eine
einheitliche Basis fur die Analyse von biologischen Proben realisieren zu kénnen.

Fur die Implementierung dieses Analyseverfahrens in die Qualitatskontrolle von
Tissue Engineering Konstrukten sollte ein weiterer Fokus auf der Charakterisierung
von Gewebestrukturen liegen. Erste Ergebnisse haben gezeigt, dass sich Zellen
eingebettet in unterschiedliche Matrizes (z.B. Alginat, Kollagen, Gelatine) gut

vermessen lassen.
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9. Anhang

9. Anhang

Unterscheidung von mesenchymalen Stammzellen und Fibroblasten
Versuch 2

Abbildung 6-1: In-vitro-Differenzierungsassay der Stammzell- und Fibroblastenpopulation. Die
erfolgreiche adipogene Differenzierung konnte nur fir Stammzellen(A) und nicht fur Fibroblasten (D)
durch eine Olrot O-Farbung nachgewiesen werden. Die Matrixproduktion wéhrend der osteogenen
Differenzierung konnte mit der Alizarin Rot-Farbung fir Stammzellen(B) und Fibroblasten (E) gezeigt
werden. Die chondrogene Differenzierung, die durch die Alcian Blau-Farbung nachgewiesen wird, war
nur fur die Stammzellen (C) erfolgreich und nicht fir die Fibroblasten (F).

Versuch_ 3

=

Abbildung In-vitro-Differenzierungsassay der Stammzell- und Fibroblastenpopulati
erfolgreiche adipogene Differenzierung konnte nur fir Stammzellen(A) und nicht fir Fibroblasten (B)
durch eine Olrot O-Farbung nachgewiesen werden. Die Matrixproduktion wahrend der osteogenen
Differenzierung konnte mit der Alizarin Rot-Farbung fiir Stammzellen(C) und Fibroblasten (D) gezeigt
werden. Die chondrogene Differenzierung, die durch die Alcian Blau-Farbung nachgewiesen wird, war
nur fur die Stammzellen (E) erfolgreich und nicht fur die Fibroblasten (F).
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9. Anhang

Bestimmungq des Differenzierungszustandes der Chondrozyten
Versuch 2
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Abbildung 6-3: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen sowie das Loadingspektrum
von Chondrozyten, die gar nicht (Nyessung = 26), flir eine (Nyessung = 29), ZWei (Nyessung = 28) oder
drei (Nmessung = 23) Wochen kultiviert wurden. Die Spektren sind der Anschaulichkeit halber entlang
der Intensitatsachse  verschoben. Das Loadingspektrum ist fur die PC1 der
Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-36) gezeigt.
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Abbildung 6-4: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von
Chondrozyten, die gar nicht (Nuessung = 26), fiir eine (Nuessung = 29), ZWei (Nmessung = 28) oder drei
(Nmessung = 23) Wochen kultiviert wurden. Eine Trennung der frisch isolierten von den kultivierten
Chondrozyten ist tiber die PC1-Achse mdoglich.
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Abbildung 6-5: Einzelne Score-Plots der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von
Chondrozyten, die gar nicht (Nyessung = 26), fiir eine (Nyessung = 29), ZWei (Nyessung = 28) oder drei
(Nmessung = 23) Wochen kultiviert wurden.
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Abbildung 6-6: Immunzytologische Farbungen der frisch isolierten Chondrozyten sowie von
Chondrozyten, die fiir eine, zwei und drei Wochen im Monolayer kultiviert wurden. Es wurden
Antikorper gegen Kollagen Typ 1, Kollagen Typ 2 und Aggrekan verwendet. Eine Zunahme der
Kollagen Typ 1-Synthese (A-D) sowie eine Abnahme der Kollagen Typ 2- (E-H) und Aggrekan- (I-L)
Synthese Uber die Kultivierungsdauer konnte beobachtet werden.
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Versuch 3
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Abbildung 6-7: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen sowie das Loadingspektrum
von Chondrozyten, die gar nicht (Nyessung = 28), fiir eine (Nyessung = 28), ZWei (Nyessung = 30) oder
drei (Nmessung = 30) Wochen kultiviert wurden. Die Spektren sind der Anschaulichkeit halber entlang
der Intensitatsachse  verschoben. Das Loadingspektrum ist fur die PC1 der
Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 5-36) gezeigt.
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Abbildung 6-8: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von
Chondrozyten, die gar nicht (Nuessung = 28), fiir eine (Nuessung = 28), ZWei (Npessung = 30) oder drei
(Nmessung = 30) Wochen kultiviert wurden. Eine Trennung der frisch isolierten von den kultivierten
Chondrozyten ist tiber die PC1-Achse mdoglich.
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Abbildung 6-9: Einzelne Score-Plots der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren von
Chondrozyten, die gar nicht (Nyessung = 28), fiir eine (Nyessung = 28), Zwei (Nyessung = 30) oder drei
(Nmessung = 30) Wochen kultiviert wurden.
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Abbildung 6-10: Immunzytologische Farbungen der frisch isolierten Chondrozyten sowie von
Chondrozyten, die fiir eine, zwei und drei Wochen im Monolayer kultiviert wurden. Es wurden
Antikorper gegen Kollagen Typ 1, Kollagen Typ 2 und Aggrekan verwendet. Eine Zunahme der
Kollagen Typ 1-Synthese (A-D) sowie eine Abnahme der Kollagen Typ 2- (E-H) und Aggrekan- (I-L)
Synthese Uber die Kultivierungsdauer konnte beobachtet werden.
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9. Anhang

Charakterisierung der extrazellularen Matrix des Knorpels
Versuch 2
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Abbildung 6-11: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum der Superfizial- (Nyessung= 19) und Radidrzone (Nmessung=20) des hyalinen
Knorpels. Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des Mittelwertspektrums der Radiarzone
von dem der Superfizialzone berechnet worden. Das Loadingspektrum ist fir die PC1 der

Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 6-12) gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit
halber entlang der Intensitatsachse verschoben.
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Abbildung 6-12: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren der
Superfizialzone (Nmessung= 17) und Radidrzone (Nmessung= 18) des hyalinen Knorpels. Diese

beiden Zonen lassen sich lber die PC1 und PC5 trennen. Durch diese Analyse werden 72 % der
spektralen Varianz erklart.

145



9. Anhang

Superfizialzone

Radiarzone

a h ; 1 > -..- L, Sa = ": 2 ; -’l"-. Yo : _ -. l,' :..1 -
-h ¥ 1-“ : ..J‘-' x5 ."-\.- - I-. 3
i o P ul. '-. B | : .-‘ 5 _,: ‘ a1 .‘ 5 o " Ll ...I
Glykosaminoglykan o
o SERT AN
—

W "
Abbildung 6-13: Safranin O-Farbung histologischer Knorpelschnitte vor und nach
enzymatischer Behandlung. Glykosaminoglykane konnten durch eine Orangefarbung im
unbehandelten Schnitt (A) detektiert werden. Nach der enzymatischen Behandlung mit dem Enzym
Chondroitinase (B) konnten keine Glykosaminoglykane mehr nachgewiesen werden. In griin-blau sind
die Kollagenstrukturen angefarbt.
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Abbildung 6-14: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum der Superfizial- (Nmessung= 16) und Radidrzone (nNmessung= 15) des hyalinen
Knorpels. Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des Mittelwertspektrums der Radiarzone
von dem der Superfizialzone berechnet worden. Das Loadingspektrum ist fir die PC1 der
Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 6-15) gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit
halber entlang der Intensitatsachse verschoben.

146




9. Anhang

0,3

¢ Radiarzone

M Superfizialzone
0,2 |

LR 4

PC3
o
L 2
*
]

-0,2

-0,3

06 04 -0,2 0 per 02 0,4 0,6 0,8
Abbildung 6-15: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren der
Superfizialzone (Npessung= 15) und Radidrzone (Nyessung=16) des hyalinen Knorpels. Diese
beiden Zonen lassen sich Uber die PC1 und PC5 trennen. Durch diese Analyse werden 61 % der
spektralen Varianz erklart.
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Abbildung 6-16: Safranin O-Farbung histologischer Knorpelschnitte vor und nach
enzymatischer Behandlung. Glykosaminoglykane konnten durch eine Orangefarbung im
unbehandelten Schnitt (A) detektiert werden. Nach der enzymatischen Behandlung mit dem Enzym
Chondroitinase (B) konnten keine Glykosaminoglykane mehr nachgewiesen werden. In griin-blau sind
die Kollagenstrukturen angefarbt.
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Charakterisierung der Knochenmatrix

Versuch 2
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Abbildung 6-17: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum der in vitro synthetisierten Knochenmatrix (Nmessung=15) sowie der
dazugehdrigen Kontrollmatrix (Nuessung = 15). Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des
Mittelwertspektrums der Matrix, osteogen differenziert von dem der Matrix, undifferenziert berechnet
worden. Das Loadingspektrum ist fir die PC1 der Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 6-18)
gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit halber entlang der Intensitatsachse verschoben.
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Abbildung 6-18: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren der in vitro
synthetisierten Knochenmatrix (Nmessung=15) und der Kontrollmatrix (Nmessung=15). Eine

Trennung dieser beiden Matrizes ist Uber die PC1-Achse moglich. Durch diese Analyse konnten 88%
der spektralen Varianz erklart werden
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Versuch 3
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Abbildung 6-19: Raman-Mittelwertspektren, Standardabweichungen, Differenzspektrum und
Loadingspektrum der in vitro synthetisierten Knochenmatrix (Nmessung=14) sowie der
dazugehdrigen Kontrollmatrix (Nyessung = 10). Das Differenzspektrum ist durch die Subtraktion des
Mittelwertspektrums der Matrix, osteogen differenziert von dem der Matrix, undifferenziert berechnet
worden. Das Loadingspektrum ist fir die PC1 der Hauptkomponentenanalyse (siehe Abbildung 6-20)
gezeigt. Die Spektren sind der Anschaulichkeit halber entlang der Intensitatsachse verschoben.
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Abbildung 6-20: Score-Plot der Hauptkomponentenanalyse der Raman-Spektren der in vitro
synthetisierten Knochenmatrix (Nmessungen=14) und der Kontrollmatrix (Nmessungen=10). Eine

Trennung dieser beiden Matrizes ist Uber die PC1-Achse méglich. Durch diese Analyse konnten 88%
der spektralen Varianz erklart werden.
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Das Ubergeordnete Ziel der Regenerativen Medizin ist die Rekonstruktion und der Ersatz von fehlendem

oder geschadigtem Gewebe durch die Verwendung von Zellsuspensionen, Biomaterialien oder Tissue
Engineering Produkten. Ein weiteres Anwendungsgebiet solcher artifiziellen Gewebe sind in-vitro-
Testsysteme, die fur die Testung der Biokompatibilitat verschiedener kosmetischer und pharmazeutischer
Materialien Verwendung finden. Die nicht invasive Uberprifung solcher Konstrukte wéhrend der in-
vitro-Reifung oder nach der Implantation in vivo ist sehr wichtig, um deren Eigenschaften evaluieren zu
konnen. Allerdings bedingen traditionelle Analysemethoden eine invasive Veranderung des Konstrukts,
die in dessen Zerstorung resultiert. Die Raman-Spektroskopie ist ein optisches Verfahren, das auf der
unelastischen Streuung von Laserphotonen durch molekulare Schwingungen basiert und die Moglichkeit
bietet, lebende Zellen nicht invasiv in situ oder in vivo zu analysieren. Diese Technik ermdglicht die nicht
invasive Unterscheidung verschiedener primarer Zelltypen sowie die Detektion wichtiger zellularer Eigen-
schaften wie beispielsweise des Differenzierungszustands und pathologischer Veranderungen aufgrund
langer in vitro Kultivierungszeiten. AuBerdem ist die Charakterisierung der extrazellularen Matrix des

Knorpels und des Knochens moglich.
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