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3. Zusammenfassung/ Summary

Die Versorgung von kritisch groRen Knochendefekten ist immer noch eine der schwierigen
Aufgaben in der Traumatologie. Nach wie vor stellen autologe Knochentransplantate den
Goldstandard dar. Aufgrund der limitierten Verfligbarkeit autologer Knochentransplantate ist
es ein Ziel des Tissue Engineering, alternative Knochenersatzmaterialien zu entwickeln.
Grundsatzlich hangt der Erfolg der Versorgung mit Knochenersatzmaterialien von einer
ausreichenden und schnellen Durchblutung ab, um eine adaquate Versorgung mit Sauerstoff
und Nahrstoffen sowie den Abtransport von Abfallprodukten zu gewahrleisten.

Ein vielversprechender Ansatz dabei sind sogenannte Spharoide, die schon seit Jahrzehnten
in der Tumorforschung verwendet werden. Diese 3D-Zellkonstrukte stellen eine Art ,Mini-
Gewebe® dar, an dem angiogenetische Prozesse erforscht werden kénnen und die das
Potential besitzen, im Rahmen des Tissue Engineering von Knochenersatzmaterialien
eingesetzt zu werden. Aufgrund der intensiveren Zell-Zell-Kontakte simulieren sie die in vivo-
Situation besser als 2D-Kulturen. Eine umfassende und grundlegende Charakterisierung der
Spharoide stellt eine wichtige Voraussetzung fur mogliche zukunftige klinische Anwendungen
dar.

Ziel dieser Doktorarbeit war die Etablierung eines Verfahrens zur quantitativen Bestimmung
der zellularen Zusammensetzung in Co-Kultur-Spharoiden anhand der Auswertung von
Kryoschnitten, wobei die einzelnen Zelltypen vorab mit Lebendfluoreszenzfarbstoffen markiert
wurden. Hierdurch konnte zum einen die Verteilung der unterschiedlichen Zelltypen innerhalb
des Spharoids zu unterschiedlichen Zeitpunkten beobachtet werden sowie die Quantifizierung
der zellularen Zusammensetzung. Zum anderen sollte festgestellt werden, ob es Uber einen
bestimmten Zeitraum zu Reorganisationen im Spharoid kommt.

Es wurden Co-Kultur-Spharoide bestehend aus den drei Zelltypen humane dermale
mikrovaskulare endotheliale Zellen (HDMEC), normale humane dermale Fibroblasten (NHDF)
und humane Osteoblasten (HOB) mittels Liquid-Overlay-Technik (LOT) hergestellt. Zur
Diskriminierung der drei Zelltypen wurden die drei Lebendfluoreszenzfarbstoffe CMFDA,
PKH26 und CellBrite benutzt. Es wurden Spharoide unterschiedlicher prozentualer
Zusammensetzung, die jeweils aus 10.000 bzw. 50.000 Zellen bestanden, hergestellt (Gruppe
| bis Ill). Die Spharoide wurden anschlieRend fir einen Tag, drei Tage oder sechs Tage
inkubiert. Danach wurden sie eingefroren und Kryoschnitte angefertigt. Zum einen wurde die
prozentuale Verteilung der Zellflachenanteile im Spharoid betrachtet, zum anderen die
Veranderung von Durchmesser sowie absoluter Zellflache Uber die Zeit. Weiterhin wurden
qualitative Beobachtungen bezlglich der Zellverteilung und Besonderheiten in der
Zellorganisation innerhalb des Sphéaroids durchgefihrt. Die gewonnenen Daten zur

Bestimmung der Zellanteile wurden nach erfolgreicher Dissoziation der Spharoide in
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Einzelzellen zusatzlich durch FACS™-Analysen (fluorescence activated cell sorting) als
alternative Methode Uberprift.

Durch Vermessung der Zellflachenanteile zeigte sich, dass die prozentualen Verteilungen der
Zellen von Tag 1 bis Tag 6 relativ stabil blieben. Sowohl die Spharoiddurchmesser als auch
die absolute Spharoidflache nahmen Uber die Zeit ab. Es gab keine signifikanten Unterschiede
zwischen den Durchmessern vitaler Spharoide und den Durchmessern der Kryoschnitte.

Bei der FACS-Analyse von dissoziierten Spharoiden war eine deutliche Abnahme der Zahl der
HDMEC bei gleichzeitiger Zunahme der Zahl der NHDF mit zunehmendem Spharoidalter zu
erkennen.

Weiterhin zeigten sich fir bestimmte Zelltypen charakteristische Zellverteilungen im Sphéaroid.
So lagen die HDMEC sowohl in der Gruppe | als auch Il flachig Uber das Spharoid verteilt mit
randstandig etwas kompakterer Lage. Mit zunehmendem Spharoidalter kam es bei den
HDMEC zu einer leichten Zunahme zellfreier Areale. Die NHDF und die HOB zeigten in den
Gruppen | und Il eine ahnliche Verteilung. An Tag 1 lagen die Zellen am Rand dicht gepackt
mit deutlich mehr zellfreien Bereichen zur Mitte des Sphéaroids. In Gruppe Il zeigten die HOB
Uber die gesamte Zeit eine homogene Verteilung. Die HDMEC und NHDF zeigten ein
ahnliches Verteilungsmuster wie in den Gruppen | und .

Zusammenfassend |asst sich feststellen, dass die Lebendfluoreszenzfarbung einige Vorteile
aufweist. Die Farbung ist beim Betrachten unter dem Fluoreszenzmikroskop stabil und
beeintrachtigt nicht die Vitalitat der Zellen. AuRerdem ist die Diskriminierung unterschiedlicher
Zelltypen problemlos moglich. Auch das Anfertigen von Kryoschnitten ist wenig zeitaufwandig
und relativ einfach durchfihrbar. Jedoch ist die Methode invasiv und hat Limitierungen. Die
teilweise hohen Standardabweichungen bei der Bestimmung der Zellflachenanteile kénnten
durch die leicht unterschiedliche Dicke der Kryoschnitte erklart werden. Weiterhin zeigten
manche Spharoide ein zellfreies Zentrum. Dies konnte durch Verlust von Zellen beim
Schneidevorgang erklarbar sein. Daher ware das Testen einer weiteren Schneidemethode
z.B. Paraffinschnitte zum Vergleich sinnvoll. Die FACS™-Analyse von dissoziierten
Spharoiden stellt eine alternative, aber auch synergistische Methode zur Analyse der
Zellflachenanteile dar. Die Dissoziationsbedingungen missen jedoch optimal gewahlt werden,
da zu stringente Bedingungen die Zellvitalitat negativ beeinflussen kénnen.
Zusammenfassend stellt die Spharoidforschung ein vielversprechendes Forschungsgebiet
beispielsweise im Tissue Engineering und der Angiogeneseforschung dar. Das Ziel der
vorliegenden Arbeit war es, eine reproduzierbare Methode zu entwickeln, um die zellularen
Vorgange im Spharoid darzustellen und damit zur weiteren Erforschung der Sphéaroide

beizutragen.
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Summary

The treatment of critical sized defects of bones is still one of the difficult tasks in traumatology.
Autologous bone grafts still represent the gold standard. Due to the limited availability of
autologous bone grafts, one goal of tissue engineering is to develop alternative bone graft
substitutes. Basically, the success of tissue engineered bone grafts depends on sufficient and
rapid blood flow to ensure adequate supply of oxygen and nutrients as well as removal of
metabolic end products.

So-called spheroids, which have been used in tumor research for decades, are a promising
approach in this regard. These 3D cell constructs represent a kind of "mini-tissue" on which
angiogenic processes can be studied and which have the potential to be used in the tissue
engineering of bone replacement materials. Due to the more intensive cell-cell contacts, they
simulate the in vivo situation better than 2D cultures. A comprehensive and fundamental
characterization of the spheroids represents an important prerequisite for possible future
clinical applications.

The aim of this medical doctoral thesis was to establish a method for the quantitative
determination of cellular composition in co-culture spheroids based on the evaluation of
cryosections, where mono-cultures of the used cell types were stained with fluorescent dyes
for living cell prior to the generation of spheroids. This allowed, on the one hand, the distribution
of the different cell types within the spheroid at different time points to be observed as well as
the quantification of the cellular composition. Second, to determine whether reorganizations
occur in the spheroid over a period of time.

Co-culture spheroids consisting of the three cell types, human dermal microvascular
endothelial cells (HDMEC), normal human dermal fibroblasts (NHDF), and human osteoblasts
(HOB) were prepared by liquid overlay technique (LOT). Three live fluorescent dyes, CMFDA,
PKH26 and CellBrite, were used to discriminate the three cell types. Spheroids of different
cellular compositions, each consisting of 10,000 or 50,000 cells, were prepared (group | to IlI).
The spheroids were then incubated for one day, three days, or six days. They were then frozen
and cryosections were made. On the one hand, the percentage distribution of cell area
fractions in the spheroid was observed, and on the other hand, the change in diameter as well
as absolute cell area over time. Furthermore, qualitative observations were made regarding
cell distribution and peculiarities in cell organization within the spheroid. After successful
dissociation of the spheroids into single cells, the data obtained for the determination of the
cell area fractions were additionally verified by FACS™ (fluorescence activated cell sorting)
analyses as an alternative method.

By measuring the cell area percentages, it was found that the percent distributions of the cells

remained relatively stable from day 1 to day 6. Both, spheroid diameters as well as absolute
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spheroid area decreased over time. There were no significant differences between vital
spheroid diameters and diameters of the cryosections.

FACS™ analysis of dissociated spheroids showed a significant decrease in the number of
HDMEC with a concomitant increase in the number of NHDF over time.

Furthermore, characteristic cell distributions in the spheroid were evident for certain cell types.
Thus, the HDMEC in both, group | and I, were distributed over the spheroid with a somewhat
more compact position at the edges. With increasing spheroid age, the HDMEC showed a
slight increase in cell-free areas. The NHDF and HOB showed a similar distribution in groups
I and Il. On day 1, the cells were densely packed at the edge with significantly more cell-free
areas toward the center of the spheroid. In group lll, the HOB showed a homogeneous
distribution throughout the time. The HDMEC and NHDF showed a similar distribution pattern
as in groups | and 1.

In conclusion, live fluorescence staining has some advantages. The staining is stable when
viewed under the fluorescence microscope and does not affect the viability of the cells. In
addition, discrimination of different cell types is easily possible. The preparation of cryosections
is also not very time consuming and relatively easy to perform. However, the method is
invasive and has limitations. The sometimes high standard deviations in the determination of
cell area fractions could be explained by the slightly different thickness of the cryosections.
Furthermore, some spheroids showed a cell-free center. This could be explained by loss of
cells during the cutting process. Therefore, testing another cutting method e.g., kerosene
sections would be useful for comparison. FACS™ analysis of dissociated spheroids represents
an alternative, but also synergistic, method to analyze cell area fractions. However,
dissociation conditions must be chosen optimally, as overly stringent conditions can negatively
affect cell viability.

In summary, spheroid research represents a promising field of research in, for example, tissue
engineering and angiogenesis research. The aim of the present work was to develop a
reproducible method to visualize the cellular processes in the spheroid and thus contribute to

further research on spheroids.
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4. Einleitung

4.1 Funktion und Aufbau von Knochen

Das Skelett hat vielseitige Aufgaben, wie z.B. Lasttragen, Bewegung sowie Schutz der
Organe. Aulerdem stellt der Knochen den groten Speicher flr Kalzium im Koérper dar,
wodurch die Kalzium-Homdostase gewahrleistet wird. Knochen besitzt, abgesehen vom
Lebergewebe, die Eigenschaft ohne Narbenbildung zu verheilen. Es werden zwei Arten von
Knochen unterschieden, zum einen Geflechtknochen, der nur in der Knochenentwicklung und
wahrend Reparaturprozessen auftritt und zum anderen Lamellenknochen (Kneser et al. 2006).
Die Baueinheit des Lamellenknochens ist das Osteon. Dieses besteht aus dunnen
Knochenlamellen, die um einen zentralen Kanal, den Havers-Kanal, angeordnet sind. Diese
Lamellen bestehen aus der Knochengrundsubstanz, in die die Osteozyten eingelagert sind.
Die Osteone konnen untereinander mittels Volkmann-Kanélen verbunden werden. Diese
Volkmann-Kanale kommunizieren miteinander, mit der Markhéhle und der Knochenhaut, dem
Periost. In ihnen verlaufen die versorgenden Gefalle (Clark 2008). Weiterhin finden sich auch
transkortikale Kapillaren, welche am gesamten Knochenschaft vorkommen und den
Blutaustausch zwischen dem Periost und dem Knocheninneren sicherstellen (Griineboom et
al. 2019).

Der Lamellenknochen besteht aus der Substantia compacta oder Kortikalis und der Substantia
spongiosa. Die Kompakta macht einen Anteil von ca. 85% des Skeletts aus und zeigt die
typische Osteonen-Struktur. Die Spongiosa macht hingegen nur ca. 15% des Skeletts aus und
findet sich im Inneren des Knochens. Sie ist schwammartig aus kleinen Knochenbalkchen, den
sogenannten Trabekeln, aufgebaut. Zwischen diesen Trabekeln liegt das Knochenmark. Der
Knochen ist aulden vom Periost und innen vom Endost Uberzogen (Kneser et al. 2006).

Der Knochenaufbau und -umbau wird von den Osteoblasten, der Knochenabbau von den
Osteoklasten vorgenommen.

Die nicht mineralisierte Knochengrundsubstanz, welche Uberwiegend aus Kollagen Typ 1
besteht, nennt sich Osteoid. Sie enthalt weiterhin auch Osteocalcin, Glykoproteine,
Proteoglykane und Sialoproteine, welche eine grof3e Rolle in der Regulierung von Wachstum
und Differenzierung von Osteoblasten, Osteozyten und Osteoklasten spielen. Wenn
Osteoblasten in der Knochengrundsubstanz eingeschlossen werden und mineralisierte
Knochenmatrix bilden, werden sie zu Osteozyten. Die Osteozyten sind umschlossen von
Knochen und wirken dem Abbau des Knochens durch die Osteoklasten entgegen. Die
mineralisierte Knochenmatrix besteht zu gro3en Teilen aus Hydroxylapatit, Karbonaten und
Fluoriden (Kneser et al. 2006, Creecy et al. 2021).
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4.2 Knochenbildung

Man unterscheidet desmale (direkte) und enchondrale (indirekte) Ossifikation.

Bei der desmalen Ossifikation bildet sich der Knochen direkt aus embryonalem Bindegewebe,
dem Mesenchym. Die Mesenchymzellen lagern sich aneinander und differenzieren zu
osteogenen Vorlauferzellen. Diese Vorlauferzellen differenzieren dann zu Osteoblasten,
welche zunachst nicht-mineralisierte Knochensubstanz (Osteoid) bilden. Durch die
nachfolgende Aktivitat der Osteoblasten wird das Osteoid kontinuierlich mineralisiert und
verkalkt. Desmale Ossifikation findet embryonal bei der Bildung von Schadeldach (Os frontale,
Os parietale, Os occipitale, Teile des Os temporale), des Gesichtsschadels (Teile der
Mandibula und Maxilla) sowie von Teilen der Clavicula statt (Kronenberg 2003, Berendsen und
Olsen 2015).

Bei der enchondralen Ossifikation entsteht der Knochen Uber einen Zwischenschritt. Daher
nennt man diese Form der Ossifikation auch indirekte Ossifikation. Zunachst wird embryonal
aus mesenchymalem Gewebe ein Knorpelmodell des spateren Knochens gebildet. Dieses
Knorpelmodell wird Primordialskelett genannt und wird spater durch Knochensubstanz ersetzt.
Im Bereich der spateren Diaphysen bildet sich zunachst durch desmale Ossifikation die
enchondrale Knochenmanschette. Nach Einwandern diverser Zellen und Einspriel3en von
BlutgefalRen entwickeln sich hier primare Ossifikationszonen. Im Bereich der spateren
Epiphysen entwickeln sich sekundare Ossifikationszonen. Hierdurch entstehen zwischen den
Ossifkationszonen die Epiphysenfugen, welche das Langenwachstum des Knochens
ermoglichen. Durch die enchondrale Ossifikation entstehen z.B. die langen Knochen der
Extremitaten. (Ducy et al. 2000, Kronenberg 2003, Berendsen und Olsen 2015).

4.3 Frakturheilung

Wird durch ein Trauma Knochen sowie das muskuloskelettale System verletzt, kommt es zur
Zerstorung der Blutgefalle und damit zu Hypoxie der umliegenden Gewebe und akuter
Nekrose. Durch die Blutgefaverletzung wird die Gerinnungskaskade aktiviert, wodurch sich
ein Hamatom bildet. Weiterhin werden Zytokine und Wachstumsfaktoren sezerniert, welche
Osteoprogenitorzellen, Fibroblasten, mesenchymale Stammzellen sowie inflammatorische
Zytokine zur Bruchstelle rekrutieren (Kanczler und Oreffo 2008). Die mesenchymalen
Stammzellen wandern zusammen mit neu einwachsenden Kapillaren in die Wundregion ein.
Wahrend des Heilungsprozesses werden manche Stammzellen in Knochenvorlduferzellen
und andere in endotheliale Vorlauferzellen, so genannte Angioblasten, umgewandelt (Uchida
et al. 2003).
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An den Frakturrandern wird das vorubergehend gebildete Granulationsgewebe durch
Faserknorpel ersetzt, wodurch der weiche innere Kallus entsteht. Als letzter Schritt der
Knochenheilung wird der Kallus in einen sekundaren Kallus, der aus Lamellenknochen
besteht, umgewandelt und die Kallusgrofie der KnochengréfRe angepasst (Carano und
Filvaroff 2003, Loeffler et al. 2018).

4.4 Versorgung von schweren Knochenbriichen

Die Behandlung von groften Knochendefekten, sogenannten ,Critical size defects® (CSD),
stellt auch heute noch eine schwierige Aufgabe in der Traumatologie dar. Es sind mehrere
Definitionen des CSD bekannt. So definierten 1986 Schmitz und Hollinger den CSD als einen
Knochendefekt, der in der Lebendzeit eines Individuums nicht mehr heilen wird (Schmitz und
Hollinger 1986). Der CSD wird auch als ein Defekt bezeichnet, der ohne eine Intervention nicht
heilen wird (Spicer et al. 2012). Als Richtwert fur die Gro3e eines CSDs wird ein Verlust von
mehr als 50 % des Knochenumfangs oder ein segmentaler Defekt von 1 bis 2 cm Grél3e in der
Literatur angegeben (Nauth et al. 2018).

Es gibt eine Reihe von Méglichkeiten, solche Defekte zu versorgen (Perry 1999), jedoch stellt
das spongidse oder kortikospongidse Autograft, also ein Transplantat aus kdrpereigenem
Gewebe, den Goldstandard in der Behandlung dar, denn es besitzt drei fur die
Knochenregeneration wichtige Eigenschaften: Osteoinduktion, Osteokonduktion und
Osteogenitat bei gleichzeitigem minimalem Infektionsrisiko.

Osteoinduktion  beschreibt die Fahigkeit einer Substanz, die Differenzierung
knochenproduzierender Zellen anzuregen. Osteokonduktion bedeutet, dass ein Transplantat
als Leitschiene zum Einwachsen neu gebildeten Knochens dienen kann und unter
Osteogenese versteht man die Fahigkeit von Zellen oder Geweben, eigenstandig
Knochensubstanz zu produzieren (Albrektsson und Johansson 2001, Bernstein et al. 2009).
Jedoch stellen die hohe Morbiditat und die begrenzte Verfligbarkeit einen enormen Nachteil
der Autografts dar (Gazdag et al. 1995, Perry 1999).

Abgesehen von autologen Transplantaten, kénnen auch allogene Implantate, d.h. von einem
anderen Individuum derselben Spezies, oder xenogene Implantate, d.h. von einem Individuum
einer anderen Spezies, verwendet werden. Hier besteht ein Nachteil darin, dass eventuell
Krankheiten Ubertragen werden kdénnen oder es zu AbstoRungsreaktionen kommen kann
(Kanczler und Oreffo 2008). Weitere mdgliche Transplantate stellen Keramik, demineralisierte
Knochenmatrix, Knochenmark sowie Komposits dar. Als Komposit bezeichnet man die
Kombination einer osteoinduktiven Matrix mit einem osteogenen oder osteoinduktivem
Material (Gazdag et al. 1995). Jedoch haben alle diese Implantate geringe osteogene,

osteoinduktive sowie osteokonduktive Eigenschaften und muissen daher je nach

11



Einleitung

Verwendungsgebiet aufeinander abgestimmt werden. Auch sind mechanische Eigenschaften
zu beachten.

Eine weitere Mdglichkeit zur Transplantatgenerierung konnte das Tissue Engineering von
Knochenersatzmaterialien darstellen. Dieses scheint wissenschaftlich interessant, findet
jedoch aktuell noch keine klinische Anwendung und stellt daher noch Grundlagenforschung

dar.

4.5 Tissue Engineering

Tissue Engineering vereint die Ingenieur-, Werkstoff- und Lebenswissenschaften und ist damit
ein interdisziplinares Forschungsfeld, welches sich mit der Entwicklung von Ersatzgeweben
beschéaftigt. Ziel ist es, die Funktion von Geweben wiederherzustellen, beizubehalten oder zu
verbessern (Kneser et al. 2006). Grundlage flr das Tissue Engineering von
Knochenersatzmaterialien sind zum einen Gerlste (Scaffolds), die mechanische
Unterstutzung bieten und als primares Substrat die Anlagerung von Zellen gewahrleisten.
Abgesehen davon werden auch unterschiedlichste osteogene Zellen, z.B. mesenchymale
Stammzellen, Knochenmarkszellen, periostale Zellen oder Osteoblasten, sowie auch
osteoinduktive Faktoren, wie z.B. Bone Morphogenetic Proteins (BMPs) bendtigt (Kneser et
al. 2006). BMPs sind mitunter die wirksamsten osteoinduktiven Faktoren. Sie gehéren zu der
Transforming Growth Factor- Familie (TGF) und binden an unterschiedliche Bestandteile der
Extrazellularmatrix (ECM), wie z.B. Heparinsulfat und Typ IV-Kollagen.

Einer der wichtigsten Punkte im Tissue Engineering von Knochenersatzmaterial bleibt die
adaquate und schnelle Durchblutung. Kleinere Strecken von ca. 200 yum kénnen per Diffusion
Uberbriickt werden, das Uberleben von Zellen im Inneren von gréRReren Zellkonstrukten ist auf
Grund der suboptimalen Vaskularisierung oft schlecht (Kneser et al. 2006, Laschke et al.
2006).

4.6 Angiogenese

Sowohl im Tissue Engineering von Knochenersatzmaterialien als auch in der
Skelettentwicklung und Frakturheilung, stellt die Angiogenese einen bedeutenden Prozess dar
(Wenger et al. 2004).

Unter Angiogenese versteht man die Bildung von Blutgefaflen aus bereits existierenden
BlutgefaRen. Davon abzugrenzen ist die Vaskulogenese, die die Bildung von Blutgefallen aus
endothelialen Progenitorzellen bezeichnet und wahrend der Embryonalentwicklung eine grofe
Rolle spielt. Unter Einfluss diverser Wachstumsfaktoren (z. B. Vascular Endothelial Growth

Factor (VEGF)) bilden sich Vorlaufer der Blutzellen sowie des Endothels (Folkman und
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D'Amore 1996, Risau 1997). Die endothelialen Vorlauferzellen kommen auch beim
erwachsenen Menschen im Knochenmark sowie im Blut vor und werden auch durch
unterschiedliche Wachstumsfaktoren, wie z.B. VEGF, Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF)
und Insulin-Like Growth Factor 1 (IGF-1) zur Differenzierung und Mobilisation stimuliert
(Carmeliet 2000).

Ab der spaten fetalen Phase werden neue Gefalle mit Hilfe von Endothelzellen aus schon
bestehenden BlutgefalRen gebildet, d.h. es erfolgt Angiogenese. Durch den Einfluss von VEGF
wird die Permeabilitat der GefaRwand verstarkt, sodass Matrixproteine austreten kénnen, um
ein provisorisches Fibringerust flir auswandernde Endothelzellen zu bilden. Diese missen sich
aus ihrer Umgebung I6sen, was vermutlich mit Hilfe von Angiopoietin 2, sowie einer Reihe von
Proteinasen, Matrix Metalloproteasen oder Chymasen geschieht (Carmeliet 2000).

Beim Auswandern der Endothelzellen wahrend der Angiogenese kommt es zur
Spezialisierung von Tip- und Stalk-Zellen. Je eine Tip-Zelle ist an der Spitze neuer Gefale
lokalisiert und bildet lange Zellfortsdtze. Dadurch bestimmt sie die Wachstumsrichtung des
Gefales. Die Tip-Zellen werden durch parakrine Signale aus dem umgebenden Gewebe oder
von verletzten Zellen oder Tumorzellen aktiviert, wenn vermehrt Sauerstoff oder Nahrstoffe
bendtigt werden (Vakhrushev et al. 2021). Den Tip-Zellen folgen die Stalk-Zellen, welche im
spateren Verlauf das Gefalslumen bilden und proliferieren. Im Gegensatz zu den Tip-Zellen
bilden sie keine Zellfortsatze aus. Beide Zelltypen werden durch VEGF in ihrem Wachstum
und ihrer Migration beeinflusst (Gehardt et al. 2003, Del Toro et al. 2010).

Um die GefalRwand zu stabilisieren, werden eine Reihe von Zelltypen bendtigt, z.B. Perizyten,
Fibroblasten oder Smooth Muscle Cells (SMC). Die Rekrutierung von SMCs wird durch VEGF
gesteuert (Carmeliet 2000, Laschke et al. 2006).

4.7 Verwendete Zelltypen

Das Tissue Engineering stellt eine aussichtsreiche wissenschaftliche Vision zur Therapie des
CSD dar. Hierbei spielen osteogenes und angiogenes Potential eine gleichermallen wichtige
Rolle. Daher ist die Etablierung eines Co-Kultur-Spharoidmodells, bestehend aus
Osteoblasten, Fibroblasten und Endothelzellen zur Erforschung von Osteogenese- und
Angiogeneseprozessen von grof3em Interesse.

So spielen beispielweise Fibroblasten und Osteoblasten bei Knochentransplantaten eine
grole Rolle. Wenn die Oberflaiche des Knochentransplantats hauptsachlich durch
Fibroblasten besiedelt wird, kann es zur Verkapselung und dadurch zu Implantatversagen
kommen (beispielsweise Mikrobewegungen durch mangelnde Osseointegration und
aseptische Lockerung). Die unmittelbare Anlagerung von Osteoblasten hingegen fuhrt zu

Knochenbildung und stabiler Osseointegration. Daher ware es von grolder Bedeutung, das
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Zusammenspiel zwischen Fibroblasten und Osteoblasten besser zu verstehen (Anderson
2001). Dies hat uns unter anderem dazu motiviert, in dieser Arbeit zusatzlich zu den HDMEC
auch NHDF und HOB im Co-Kultur-Spharoid zu untersuchen.

Weiterhin ist auch die Interaktion von Endothelzellen mit Osteoblasten von grolier Bedeutung
fur das Tissue Engineering. Es konnte z.B. gezeigt werden, dass HDMEC in Co-Kultur mit
Osteoblasten auf Scaffolds kultiviert, in der Lage sind, Mikrokapillar-ahnliche Strukturen zu
bilden, ohne, dass daflir Wachstumsfaktoren zugegeben werden mussen. In Co-Kultur sind
die HDMEC aufRerdem dazu in der Lage, langere Zeitraume zu Uberleben als in Mono-Kultur
(Unger et al. 2007). Diese Beobachtungen kdonnten zum Teil dadurch erklart werden, dass
sowohl! Endothelzellen als auch Osteoblasten in Co-Kultur Wachstumsfaktoren bilden, die den
jeweils anderen Zelltyp beeinflussen. So produzieren die HDMEC Wachstumsfaktoren wie
BMP-2, Endothelin-1 (ET-1) oder IGF-1, welche die Proliferation von Osteoblasten sowie die
Differenzierung von Knochenvorlauferzellen beeinflussen (Bouletreau et al. 2002, von
Schroeder et al. 2003). Osteoblasten produzieren grol’e Mengen an VEGF, welches
Uberlebensdauer, Proliferation, Differenzierung sowie das angiogene Potential der
Endothelzellen in vitro steigert (Deckers et al. 2002, Furumatsu et al. 2003). Diese Effekte
beruhen auf direkten Zell-Zell-Kontakten. Diese Effekte werden mit konditioniertem Medium

nur deutlich reduziert hervorgerufen (Unger et al. 2007, Burguera et al. 2010).

Osteoblasten

Osteoblasten sind Zellen, die fur die Knochenbildung verantwortlich sind. Der Knochen wird in
einem dynamischen Prozess umgebaut, wobei Osteoblasten den Knochen auf- und
Osteoklasten den Knochen abbauen. Osteoblasten sind mesenchymalen Ursprungs und
differenzieren durch den Einfluss unterschiedlicher Wachstumsfaktoren, insbesondere durch
den Einfluss von BMPs. Diesen Prozess nennt man osteogene Differenzierung. Mit
zunehmender Bildung von Knochenmatrix werden die Osteoblasten eingeschlossen, diese
Zellen nennt man dann Osteozyten. Weiterhin regen sie Uber den RANK/RANKL-Signalweg
(Receptor activator of NF-kB/ Receptor activator of NF-kB Ligand) Monozyten zur
Differenzierung zu Osteoklasten an, wodurch diese Knochen resorbieren. Durch Inhibierung
von RANKL durch Osteoprotegrin (OPG) wird die Differenzierung in Osteoklasten und damit
die Knochenresorption gehemmt (Caetano-Lopes et al. 2007).

Anhand einer Reihe von Zell-Modellen wie beispielweise primaren Zellen unterschiedlicher
Spezies oder immortalisierten Zellen (z. B. SaOs, MG-63) kann die Zellbiologie der
Osteoblasten erforscht werden. Alle Modelle haben spezifische Vor- und Nachteile
(Czekanska et al. 2012). Vorteile der primaren humanen Zellen sind, dass sie menschlichen

Ursprungs sind, wodurch sie die Situation im menschlichen Organismus besser widerspiegeln
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als Zellen anderer Spezies und dass sie ihr Differenzierungspotential in vitro beibehalten.
Nachteile der primaren humanen Osteoblasten sind, dass ihr Proliferationskapazitat in vitro
begrenzt ist und dass viele Faktoren das Zellverhalten beeinflussen, wie z.B. das Alter sowie
Geschlecht des Zell-Spenders, der Entnahmeort der Zellen oder allgemeine
spenderspezifische Unterschiede (Notingher et al. 2004, Czekanska et al. 2012).

Primare Zellen von Tieren haben den Vorteil, dass sie in groRen Mengen aus Tieren mit
denselben Eigenschaften (Alter, Geschlecht, Entnahmeort) verfligbar sind. Nachteilig wirken
sich jedoch die Unterschiede zwischen den Spezies Mensch-Tier aus. Es kdnnen Zellen aus
Mausen, Ratten, Kaninchen, Schweinen oder Kiuhen verwendet werden (Czekanska et al.
2012).

Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung von Zelllinien, das bedeutet eine Zellkultur aus
immortalisierten Zellen. Immortalisierte Zellen kdnnen ohne Begrenzung weiter vermehrt
werden. Zelllinien bieten eine homogene Population von Zellen, spiegeln jedoch nicht
vollstdndig das Verhalten von primaren Zellen wider. Beispielsweise ist die Proliferation von
malignen Zelllinien nicht-physiologisch, weil die Kontaktinhibition gestort ist (Czekanska et al.
2012).

Viele Faktoren beeinflussen das Zellverhalten in vitro. Unter anderem ist das Zellverhalten vor
allem davon abhangig, ob Zellen in 2D- oder 3D-Kultur kultiviert werden. Die Interaktion der
Zellen mit der ECM und dem Zytoskelett mittels Transmembranproteinen, welche notwendig
ist fur Proliferation, Bewegung und Zelldifferenzierung sowie der direkte Zellkontakt zu
anderen Zelltypen ist in der 3D-Kultur ausgepragter als in der 2D-Kultur (Czekanska et al.
2012, Chitcholtan et al. 2013). So konnte gezeigt werden, dass HOBs, die in direktem
Zellkontakt mit HUVEC (human umbilical vein endothelial cells) stehen, die Expression der
alkalischen Phosphatase, welche ein Marker fur die friihe osteogene Differenzierung ist,
erhohen (Steiner et al. 2012). Nicht nur direkte Zell-Zell- oder Zell-ECM-Kontakte spielen eine
wichtige Rolle, sondern auch der Einfluss von Wachstumsfaktoren. So zum Beispiel erhdht
VEGEF die Proliferation von HOB und verstarkt in leichtem Mal3e die Expression von alkalischer
Phosphatase (Steiner et al. 2012).

Synergetische Effekte der direkten Co-Kultivierung von Zellen bestehen auch in anderen
Bereichen, z. B. wird die Apoptose, d.h. der programmierte Zelltod sowohl durch direkte als
auch indirekte Co-Kultivierung von HUVEC und HOB beeinflusst. Sowohl HOB, die in direktem
Kontakt mit HUVEC stehen, aber auch HOB, die nur in konditioniertem Medium wachsen,

haben eine geringere Apoptoserate als solche, die in Monokultur wachsen (Steiner et al. 2012).
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Fibroblasten

Fibroblasten stellen den vorherrschenden Zelltyp des Bindegewebes dar. Sie sind ebenfalls
mesenchymalen Ursprungs und zu ihren Aufgaben gehért die Synthese der ECM, die
Sezernierung einer Vielzahl von Wachstumsfaktoren sowie die Regulation von Immun- und
Entziindungsreaktionen (Hillmann et al. 1999, Cleays et al. 2020). Daher kénnen an
Fibroblasten unter anderem Prozesse, die zur Bildung und Organisation der ECM beitragen,
gut erforscht werden. Interessanterweise unterscheidet sich beispielsweise die
Kollagensynthese von Fibroblasten, die in 2D-Kultur wachsen zu Fibroblasten in vivo. In der
2D-Kultur wird mehr Kollagen durch die Fibroblasten gebildet als in vivo (Weber et al. 1986,
Hillmann et al. 1999). Die gebildeten Kollagenfibrillen weisen in der 3D-Kultur eine parallel
organisierte Struktur auf. Auch kénnen Fibroblasten in der 3D-Kultur vermehrt Auslaufer zu
benachbarten Zellen bilden, wodurch es zu intensiven Zell-Zell-Kontakten kommt (Hillmann et
al. 1999).

Fibroblasten zeichnen sich nicht nur durch ihre Fahigkeit zur Bildung der ECM aus, sondern
regulieren Immun- und Entziindungsreaktionen z.B. bei der Wundheilung und sind auRerdem
in der Lage in somatische Zellen wie beispielsweise osteogene Zellen zu differenzieren
(Cleays et al. 2020). Unter Einfluss von Vitamin D kommt es zu einer verstarkten Bildung von
alkalischer Phosphatase, einem Marker flr osteogene Differenzierung. Dadurch nehmen sie

eine wichtige Rolle im Knochen Tissue Engineering ein (Hee und Nicoll 2006).

Endothelzellen

Endothelzellen kleiden alle Blutgefalle des menschlichen Kérpers aus und bilden eine
strukturell und funktionell sehr heterogene Gruppe von Zellen (Augustin et al. 1994).

GrolRe Blutgefalle sind anatomisch aus drei Schichten aufgebaut: der Tunica interna (Intima),
der Tunica media (Media) und der Tunica externa/adventitia (Adventitia). Die Intima bildet die
innerste Schicht der Arterien, Venen und LymphgefaRe und besteht aus einer Schicht von
Endothelzellen. Diese liegen auf einer Basalmembran, die hauptsachlich aus Kollagenfibrillen
und Proteinen besteht. Die Media besteht aus einer Muskelschicht, die je nach Gefalityp mehr
oder weniger ausgepragt ist. Die Adventitia schliellich besteht aus lockerem Bindegewebe.
Bei kleinen Gefallen, wie Kapillaren, Arteriolen und Venolen, folgt auf eine Endothelzellschicht
die Basalmembran, die wiederum von Perizyten bedeckt wird. Diese spielen eine wichtige
Rolle in Bezug auf Stabilisierung, Funktion und Wachstum dieser kleinen BlutgefalRe Die
Schicht von Endothelzellen ist so diinn, dass hier Sauerstoff, Wasser und Lipide, aber auch
Abfallstoffe hindurch diffundieren kénnen (Armulik et al. 2005).
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Endothelzellen sind nicht nur am Aufbau von BlutgefalBen beteiligt und bilden eine
antithrombotische BlutgefaRoberflache, sondern haben auch eine Reihe metabolischer
Funktionen, wie z.B. Koagulation, Thrombolyse, Kontrolle des Gefaltonus,
Antigenprasentation sowie Synthese von Basalmembran und Wachstumsfaktoren (Augustin
et al. 1994). Aulierdem bilden Endothelzellen unterschiedliche Endothelarten. In Organen, wo
sie wichtige Barrierefunktionen Gibernehmen missen, wie im Gehirn oder der Lunge, bilden
sie ein kontinuierliches Endothel. In anderen Organen koénnen sie fenestriertes oder
diskontinuierliches Endothel ausbilden (Augustin et al. 1994).

Ein Grofiteil der in der Literatur beschriebenen Zell-Experimente basieren auf 2D-Kultur,
jedoch verlieren die Zellen dadurch viele ihrer differenzierten Zellfunktionen, was wiederum
die Erforschung dieser Funktionen sehr einschrankt. Abgesehen davon kdnnen fehlende Zell-
Zell-Kontakte zur Apoptose flhren, welche durch Zugabe von Wachstumsfaktoren (wie VEGF
oder FGF-2) nur eingeschrankt verhindert werden kann. Wenn die Zellen jedoch die
Moglichkeit haben, intensive Zell-Zell-Kontakte auszubilden, werden sie wieder fur

Wachstumsfaktoren empfanglich (Korff und Augustin 1998).

4.8 Das Spharoidmodell

Zellen werden seit Jahrzehnten in 2D-Kulturen Kkultiviert. Sehr viele wissenschaftliche
Erkenntnisse in Bezug auf die Zellbiologie konnten durch diese Art der Zellkultur erlangt
werden. Wenn man die zellulare Organisation der Zellen im Gewebe naher betrachtet, werden
auch die Nachteile der 2D-Kultur offensichtlich. In Geweben stehen die Zellen in engem
Kontakt zueinander oder zur ECM, wodurch sowohl direkte Zell-Zell-Kontakte als auch Zell-
Matrix-Kontakte ermdglicht werden. Diese zellulare Interaktion ist essenziell fur die naturliche
Funktion der Zellen (Achilli et al. 2012, Fennema et al. 2013).

Spharoide als 3D-Zellkonstrukte stellen das in vivo Verhalten von Zellen besser dar als die
2D-Kultur. So sind in der 3D-Kultur dhnliche Genexpressionsmuster detektierbar wie in vivo
(Friedrich et al. 2009). Die Moglichkeit, unterschiedliche Zellen im Spharoid miteinander zu
kombinieren, Iasst die Zellkulturbedingungen denen in vivo ahneln (Breslin und O Driscoll
2012).

Spharoide entstehen aus Zellsuspension durch Selbstorganisations-Prozesse. Die
Differentialadhasionshypothese (DAH), welche bereits 1962 von Steinberg postuliert wurde,
besagt, dass Zellen in Suspension sedimentieren und sich beim Zusammenlagern zum
Spharoid je nach Auspragung von Oberflachenadhasionen, energetisch glinstig organisieren
(Foty und Steinberg 2013).

Es werden multiple Methoden zur Spharoidgenerierung in der Literatur beschrieben (Santini

und Rainaldi 1999, Breslin und O Driscoll 2012). Zum einen wird die Hanging drop-Methode

17



Einleitung

(HDT) angewendet (Abb. 1 A). Dabei wird ein Tropfen einer Zellsuspension auf den Deckel
einer Petrischale pipettiert, welcher dann umgekehrt auf der unteren Halfte der Petrischale
platziert wird. Dadurch sedimentieren die Zellen im Tropfen, an der Grenzflache Medium-Luft,
und wachsen aneinander fest. Die HDT ist einfach durchfiihrbar und zeigt fir manche Zelllinien
auch eine gute Rate an gebildeten Spharoiden. Die Spharoide sind dicht gepackt und variieren
wenig in der GroRe. Schwierigkeiten bei dieser Methode sind jedoch das begrenzte Volumen
der einzelnen Tropfen, sowie die Schwierigkeit, Medium zu wechseln (Breslin und O’ Driscoll
2012). Aulierdem ist die Methode, Spharoide mittels HDT herzustellen, nicht fir alle Zelltypen
geeignet. Es scheint schwierig zu sein, Spharoide reproduzierbar aus HOB, NHDF oder
HDMEC mittels HDT herzustellen (Metzger et al. 2011).

Darlber hinaus gibt es auch dynamische Zellkulturansatze (kontinuierliche Rihren der
Zellsuspension, Bewegung des Zellkulturgefalles in sogenannten Spinner-Flaschen).
Hierdurch werden die Zellen am Festwachsen gehindert (Abb. 1 B und C). Spinner-Flaschen
sind eine sehr einfache Methode, grole Mengen an Spharoiden herzustellen und erméglichen
durch einfache Mediumwechsel eine sehr lange Kulturdauer. Durch das permanente Mixen
der Zellsuspension kommt es jedoch zu starken Scherkraften am Spharoid, wodurch die
Zellphysiologie negativ beeinflusst werden kann. Weiterhin ist das Herstellen von Spharoiden
gleicher Grolie schwierig.

Die LOT stellt eine weitere Methode dar (Yuhas et al.1977, Santini und Rainaldi 1999, Metzger
et al. 2011). Hierbei bilden sich Spharoide durch Aufbringen der Zellsuspension auf eine mittels
Agar oder Agarose beschichtete nicht-adhasive Kulturflache (Abb. 1 D). Eine neuere Methode
ist die Beschichtung mit Polyhydroxyethylmethacrylat (HEMA) (lvascu und Kubbies 2006). Bei
den beiden einfach durchfiihnrbaren Methoden entsteht immer nur ein Spharoid pro Well. Es
kénnen auch Spharoide mit unterschiedlichen Zelltypen hergestellt werden. Ein weiterer
Vorteil der LOT ist, dass sie eine hohe Ausbeute an Spharoiden ermdglicht, die im Bereich
von 60% bis 100% bei Monokultur-Spharoiden und 100% bei Co-Kultur-Spharoiden liegt.
Weiterhin Iasst sich die GroRRe der Spharoide mit nur geringer Standardabweichung einstellen
und es lassen sich Spharoide definierter zellularer Zusammensetzung herstellen (Metzger et
al. 2011).
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Abbildung 1: Methoden der Spharoidherstellung
A: HDT, B und C: dynamische Zellkulturansatze, D: LOT

4.9 Das Spharoidmodell als Gegenstand der Forschung

Spharoide werden heute in vielen Forschungsbereichen, wie z. B. in der Tumor- und

Angiogeneseforschung, der Medikamententestung oder im Tissue Engineering verwendet.

Tumorforschung

Co-Kultur-Sphéaroide werden traditionell in der Tumorforschung verwendet, da sie Tumoren in
vivo in mehreren Punkten ahneln. Durch die 3D-Anordnung der Zellen entsteht ein
Sauerstoffgradient, der den Verhaltnissen in Tumoren ahnelt (Page et al. 2012). Die
Organisation der Zellen und deren Wachstumsverhalten ahneln jungen, nicht durchblutenden
Tumoren, kleineren Regionen in gréfleren Tumoren oder Metastasen. Die Forschung mit
Tumorspharoiden konzentriert sich auf die Kontrolle der Proliferation, die Invasion in gesundes
Gewebe und Metastasierung (Mueller-Klieser 1987, Dubessy et al. 2000, Kelm et al. 2003).

Angiogeneseforschung

Anhand von Endothelzellsparoiden koénnen die fur die Organfunktion essentiellen

differenzierten Funktionen der Endothelzellen (Bildung der Blut-Hirn-Schranke mit
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durchgehend nicht-gefenstertem Endothel, Bildung der Barriere in den renalen Glomeruli oder
den endokrinen Driisen mittels nicht-durchgehendem gefensterten Endothel oder Bildung der
Sinusoide der Leber, Milz und des Knochenmarks durch nicht-durchgehendes spaltiges
Endothel) erforscht werden (Garlanda und Dejana 1997, Korff und Agustin 1998). Weiterhin
kénnen anhand von Co-Kultur-Spharoiden die Wirkung von pro- und antiangiogenen Faktoren
sowie die Bildung neuer Blutgefalle, das sogenannte Sprouting untersucht werden (Heis et al.
2015).

Medikamententestung

Die Herstellung von Medikamenten ist sehr teuer und bedarf daher guter Modelle fur die
vorklinische Testung. 2D-Kulturmodelle spiegeln nicht die Reaktion auf Medikamente in vivo
wider und Studien mit Tieren sind teuer, ethisch kontrovers diskutiert und haben wenig
Vorhersagewert fir die Reaktion auf die Medikamente im menschlichen Kérper. Durch
Etablierung der 3D-Kultur kénnen die Nachteile der 2D-Kultur vermieden werden (Pampaloni
et al. 2007). Durch gezielte Testung ist eine Aussortierung ineffektiver oder toxischer
Substanzen friihzeitig mdglich (Kunz-Schughart et al. 2004, Pampaloni et al. 2009). Spharoide
stellen ein ideales Bindeglied zwischen 2D in vitro und in vivo dar. Hierdurch kénnen auch im

Rahmen der 3 R-Strategie (Replace, Reduce, Refine) Tierversuche reduziert werden.

Spharoide im Knochen Tissue Engineering

Das Knochen Tissue Engineering kdnnte zuklnftig vor allem der Versorgung von CSDs
dienen. GrolRe Knochendefekte kdnnten mit Hilfe von Spharoiden versorgt werden. Co-Kultur-
Spharoide bieten im Knochen Tissue Engineering den Vorteil, dass sie theoretisch ohne
Tragermaterialien, sogenannten Scaffolds in grof3e Defekte implantiert werden kdnnten, denn
die Verwendung von Scaffolds hat einige Nachteile. Zum einen muss eine homogene
Verteilung der Zellen auf dem gesamten Scaffold gegeben sein. Weiterhin missen die Zellen
mit ausreichend Sauerstoff und Nahrstoffen versorgt werden. Auch die Auswahl und das
Design von Scaffolds stellen eine anspruchsvolle Aufgabe dar.

Spharoide als kleine Minigewebe &hneln dem Gewebe in vivo. Beispielsweise bilden
Spharoide, die aus mesenchymalen Stammzellen (MSC) bestehen, unter Zugabe von
Dexamethason, Ascorbinsdure oder Beta-Glycerophosphat Kollagen Typ 1, einen
Hauptbestandteil der Knochenmatrix (Kronenberg et al. 2020). Aufderdem zeigen Sphéaroide
bestehend aus Osteoblasten und Endothelzellen synergistische Effekte in Bezug auf Angio-
und Osteogenese (Dariima et al. 2013). Spharoide werden daher in Zukunft eine

vielversprechende Rolle im Tissue Engineering spielen.
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4.10 Fragestellung

Bei allen Co-Kulturansatzen ist es von grof3er Bedeutung, die einzelnen Zelltypen zuverlassig
zu unterscheiden. HOB und NHDF sind in Zellkultur kaum zu unterscheiden. In der Literatur
wird der Osteoblast sogar als differenzierter Fibroblast bezeichnet (Ducy et al. 2000). Die
Lebendfluoreszenzfarbung stellt daher eine gute Methode zur Unterscheidung insbesondere
von HOB und NHDF in multizellularen Spharoiden dar (Burguera et al. 2010, Metzger et al.
2013).

Eine Analyse insbesondere der Zellverteilung und Organisationsprozesse im Spharoid ist auf
Grund der 3D-Anordnung schwierig. Paraffin- oder Kryoschnitte, konfokale Mikroskopie, Light-
Sheet Mikroskopie, 2 Photonen-Mikroskopie oder die Dissoziation mit nachfolgender
Durchflusszytometrie sind nur einige zum Teil eingeschrankte Methoden zur Analyse (Achilli
et al. 2012).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zu etablieren, die die quantitative Analyse
der Spharoide sowie das Beobachten von Organisationsprozessen innerhalb der Spharoide

ermaoglicht.

Im Einzelnen sollten folgende Fragen untersucht werden:
1. Welche Lebendfluoreszenzfarbstoffe sind geeignet und wie muss das Farbeprotokoll
fur die geplante Anwendung optimiert werden?
Wie sieht die qualitative Zellflachenverteilung der einzelnen Zelltypen im Spharoid aus?
3. Wie verandern sich die Durchmesser und die prozentualen Zellflachenverteilungen
uber eine Beobachtungszeitraum von sechs Tagen?
4. Gibt es einen Unterschied zwischen der prozentualen Zellverteilung und der mittels

Durchflusszytometrie (FACS™) bestimmten Verteilung?
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5. Material und Methoden

5.1 Material

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Hersteller

Gerat

Hersteller

Axiovision-Software

Carl Zeiss AG, Oberkochen, Deutschland

FacScan™

BD, Heidelberg, Deutschland

Fluoreszenzmikroskop Axioskop

Carl Zeiss, Goéttingen, Deutschland

Kamera AxioCam MRm

Carl Zeiss, Géttingen, Deutschland

Heizplatte SP13

Medax Nagel KG, Kiel, Deutschland

Image J

NIH, Bethesda Maryland, USA

Inkubator Hera Cell 150

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Kryostat Cryo-Star HM 560 M

Microm Laborgerdte GmbH, Walldorf,

Deutschland

Zellkulturmikroskop Eclipse TS 100

Nikon, Tokio, Japan

Pipetten Eppendorf research
0,5-10 pl; 10-100 pl; 20-200 pl; 100-1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierhilfe akkubetrieben, Pipetboy acu

lila

VWR International, West Chester, PA, USA

Rasterelektronenmikroskop FEI XL 30

ESEM FEG

FEI Company, Hillsboro, USA

SC7640 High Resolution Sputter Coater

Quorum Technologies Ltd., Ashford, U.K.

SPSS Sigma Stat

Systat Software Inc., San Jose, USA

Sterilwerkbank Hera Safe

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Taumelschuttler 3017

GFL GmbH, Burgwedel, Deutschland

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Trockenschrank Model 500

Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland

Wasserbad TWB 12

Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland

Zentrifuge Biofuge 15

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
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Tabelle 2: Verwendetes Verbrauchsmaterial, Hersteller und Katalognummer.

Verbrauchsmaterial Hersteller Katalognummer

Deckglaser 24 x 60 mm VWR International, West Chester, PA, USA | 631-1339

Deckglaser g = 15 mm neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs | 1-6286
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Eppendortf- Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, | 623201

Reaktionsgefald 2,0 ml Deutschland

Falcon-Gefald 15 ml Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, | 188271
Deutschland

Filter FACS™ Tube BD, Heidelberg, Deutschland 352235

Glaspasteur-Pipette Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | 4518.1

HDMEC PromoCell GmbH, Heidelberg, | C-12210
Deutschland

HOB PromoCell GmbH, Heidelberg, | C-12720
Deutschland

Kryoréhrchen Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, | 122279
Deutschland

Neubauer-Zahlkammer Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | T734.1

NHDF PromoCell GmbH, Heidelberg, | C-12300
Deutschland

Objekttragerkasten VWR International, West Chester, PA, USA | 631-0738

Objekttrager Superfrost Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | 2105.1

Petrischale Cellstar Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, | 628-102

60 x 15 mm

Deutschland

Pipettenspitzen
(Mikroliterpipette)

0,5-20 pl; 10-200 ul; 100-
1000 pl

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

765290; 739290;
740290

Pipettenspitzen grolRe | VWR International, West Chester, PA, USA | 563503-616
Offnung 1-250
Rotilabo-Einbettkassetten | Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | K116-1

Serologische Pipette
5ml; 10 ml; 25 ml

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

606180; 607180;
760180

Zellkulturflasche
T75, T175

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

658175; 660175
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Zellkultur Multiwellplatte
12-Well; 96-Well

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,

Deutschland

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien, Hersteller und Katalognummer

665180; 655180

Chemikalien Hersteller Katalognummer

Accutase PAA Laboratories GmbH, Pasching, | L11-007
Osterreich

Agarose Type |, low EEO | Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland A6013

Aluminiumsulfat (Al,0412S3) | Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | 3731.1

Cacodylsaure Natriumsalz | Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | 5169.2

Trihydrat

Cold Water Fish Skin | Aurion, Wageningen, Niederlande 900.033

Gelatine (40%)

1,4- Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland 578282

Diazobicyclo[2,2,2]octan

Dapi Vectashield

Axxora, Lorrach, Deutschland

VC-H-1200-L010

Diluent C Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland CGLDIL-6x10ml

DMEM PAA Laboratories GmbH, Pasching, | E15-810
Osterreich

FCS PAA Laboratories GmbH, Pasching, | A15-101
Osterreich

Glutaraldehyd Electron Microscopy Sciences, Hatfield, | 16310
PA, USA

Glycerol Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | 3783.1

Glycin neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs | 5477.1000
GmbH, Heidelberg, Deutschland

HDMEC-Medium Endothelial Growth Medium MV C-22020
Supplement Mix C-39225
PromoCell, Heidelberg, Deutschland

HOB-Medium DMEM High-Glucose E15-810
15 % FCS
PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich

Kernechtrot Nuclear Fast | Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland N8002-5G

Red

Kollagenase Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland C9891
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Natriumazid Merck, Darmstadt, Deutschland 8223350100

NHDF-Medium Q333 PAA Laboratories GmbH, Pasching, | U15-813
Osterreich

Paraformaldehyd Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | 0335.2

PBS VWR International GmbH, Darmstadt, | OXOIBR0014G
Deutschland

Tanninsaure (1 % in A. | Sigma Aldrich, Munchen, Deutschland T-0125

dest)

Tissue Tek O.C.T. Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen, | 4583

Deutschland

Trypanblau 0,4%

Sigma, St. Louis, MO, USA

T8154 HNOO.1

Trypsin/EDTA PAA Laboratories GmbH, Pasching, | L11-660
Osterreich

Tween 20 Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland | 9127.1

Uranylacetat (1 % in A. | Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland 8473

dest)

Tabelle 4: Verwendete Farbstoffe/Antikorper, Hersteller und Katalognummer

Farbstoffe/Antikorper

Hersteller

Katalognummer

Cell Brite Blue Cytoplasmic

Membrane Staining Kit

Biotrend, Koln, Deutschland

30024

Cell Tracker™  Green | Invitrogen, Darmstadt, Deutschland VXC 7025
CMFDA

PKH 26 Red Fluorescent | Sigma Aldrich, Minchen, Deutschland PKH26GL
Cell Linker Kit

Primarantikbrper Mouse |R & D  Systems, Wiesbaden- | BBA7
anti Human, ¢=10 pg/ml Nordenstadt, Deutschland

Sekundarantikdrper  Anti- | Aurion, Wageningen, Niederlande 815.022
Maus IgG mit 15 nm

Goldcluster

Silver Enhancement Aurion, Wageningen, Niederlande 500.033

Aurion R-GENT SE-EM
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5.2 Methoden

5.2.1 Zellkultur

Alle Zellkulturversuche wurden unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilwerkbank
durchgefuhrt. Inkubiert wurden die Zellen bei 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95 % und einer
CO2-Begasung von 5% (Standard-Zellkultur-Bedingungen).

Vor Beginn der Versuche wurde jeweils eine Master Cell Bank (MCB) angelegt. Dazu wurden
die vom Hersteller gelieferten Zellen in definierter Art und Weise expandiert und danach
kryokonserviert. Hierdurch wurde sichergestellt, dass genigend Zellen fir die Versuche
vorhanden sind und die Zellkulturversuche der vorliegenden Arbeit unter reproduzierbaren und

standardisierten Bedingungen durchgeflhrt werden konnten

Humane dermale mikrovaskulare Endothelzellen

Fur die Herstellung der Spharoide wurden HDMEC ca. drei Wochen vor dem Versuch
aufgetaut und expandiert, wobei drei 75 cm?-Zellkulturflaschen (T 75) mit je 0,6 Millionen Zellen
in 10 ml HDMEC-Medium (Endothelial Growth Medium MV mit Supplement-Mix) ausgesat
wurden.

Das HDMEC-Medium wurde einen Tag nach dem Auftauen gewechselt, indem vorsichtig mit
einer Glaspasteur-Pipette das alte Medium abgesaugt wurde und 10 ml frisches Medium
dazugegeben wurden. Dadurch wurde das Dimethylsulfoxid-haltige (DMSO) Einfriermedium
entfernt. Der Mediumwechsel erfolgte danach dreimal die Woche.

Die Unterkultivierung erfolgte ungefahr eine Woche spater, nachdem die Zellen einen
Konfluenzgrad von ca. 80% erreicht hatten (Abb. 2 A-C). Nach einmaligem Waschen mit 10
ml Phosphate buffered saline (PBS) wurden 3,5 ml Trypsin/Ethylene diamine tetraacetic acid
(EDTA) in jede Kulturflasche pipettiert, die Inkubationszeit im Inkubator bei 37°C lag je nach
Dichte der Zellen bei ca. 3-4 min. Durch leichtes Klopfen unter mikroskopischer Kontrolle an
die Kulturflasche lie3en sich die Zellen weiter I6sen. Um die Reaktion zu stoppen, wurde pro
Kulturflasche 6,5 ml Medium hinzupipettiert.

Die Zellsuspension wurde bei 220 g fiir 4 min zentrifugiert und der Uberstand wurde verworfen.
Nach Resuspension in 8 ml HDMEC-Medium wurden die Zellen in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Dazu wurden 10 ul Trypanblau mit 10 pl Zellsuspension gemischt,
wodurch sich tote Zellen deutlich blau anfarben. In jedem der acht Quadrate wurden
ungefarbte lebende Zellen maanderformig gezahlt, der Mittelwert berechnet und schliellich

mit zwei (Verdinnungsfaktor) und 10.000 (Kammerfaktor) multipliziert. Dadurch erhielt man
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die Zellzahl pro Milliliter und die Zellen konnten mit definierter Zellzahl ausgesat werden. Ein
Medienwechsel wurde dreimal die Woche durchgefihrt.
Nach zwei Wochen wurden die Zellen gepoolt, d.h. die Zellen aus mehreren Zellkulturflaschen

wurden trypsiniert und gesammelt. Danach wurden sie auf neue Kulturflaschen verteilt.
Normale humane dermale Fibroblasten

Fiur die Herstellung der Spharoide wurden die NHDF ca. zwei Wochen vor dem Versuch
aufgetaut und kultiviert, wobei in je zwei T 75 Zellkulturflaschen 0,6 Millionen Zellen in 10 ml
NHDF-Medium (Q333) ausgesat wurden (Abb. 2 D-F).

Auch hier erfolgte der erste Mediumwechsel am darauffolgenden Tag, die weiteren
Mediumwechsel dreimal die Woche. Die NHDF wurden nach ca. einer Woche wie bereits

beschrieben trypsiniert und auf neue Zellkulturflaschen verteilt.
Humane Osteoblasten
Die HOB wurden ca. drei Wochen vor Versuchsbeginn aufgetaut und kultiviert, wobei eine

Million Zellen pro T 75 in 10 ml HOB-Medium ausgesat wurden (Abb. 2 G-I).
Die Mediumwechsel und die Unterkultivierung erfolgten analog zu den HDMEC und NHDF.

Abbildung 2:
Phasenkontrastmikroskopische Aufnahmen der drei Zelltypen zur Darstellung der
Zellmorphologie in der 2D-Kultur, A-C: HDMEC, D-F: NHDF, G-I: HOB
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5.2.2 Versuchsdurchfiihrung im Uberblick

Fir die Versuche wurden zwei Zellkulturansatze, die jeweils aus denselben drei Zelltypen
bestanden, an zwei unterschiedlichen Versuchstagen verwendet (Block A und B). In jedem
der beiden Zellkulturansatze wurden drei Gruppen gebildet. Diese Gruppen bestanden aus
unterschiedlichen Zellkombinationen. So wurden in Gruppe | und Il zwei und in Gruppe Il drei
unterschiedliche Zelltypen verwendet (Tab. 5). Die Zellen wurden als 2D-Monokulturen vor
Generierung der Spharoide mit Lebendfluoreszenzfarbstoffen gefarbt. In jeder Gruppe wurden
Spharoide mit unterschiedlichen Zellzahlen hergestellt (10.000 und 50.000 Zellen). Pro GrélRe,
Tag und Kombination wurden 15 Spharoide hergestellt. Im Folgenden wurden die Spharoide
an Tag 1, 3 und 6 in Tissue Tek eingebettet, eingefroren und bis zur weiteren Verwendung bei
-80°C gelagert. Danach erfolgte an einem Kryostat die Anfertigung von 7 pm dicken
Kryoschnitten und danach fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen. Es wurden jeweils 4
Spharoide aus den Blécken A und B fir jede Gruppe und jede Grdlie ausgewertet. Anhand
dieser Aufnahmen wurde sowohl der Spharoiddurchmesser als auch mit Hilfe der Axiovision-
Software die Zellflache der einzelnen Zelltypen bestimmt. Weiterhin erfolgte anhand der

fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen die Analyse der Zellverteilung und Zellmorphologie

Tabelle 5: Ubersicht tiber die drei Versuchsgruppen mit inrer jeweiligen Zellzahl im Sphéroid,

sowie prozentualen Zelltypverteilung

Gruppe | Zellzahl Osteoblast [%] Fibroblast [%] HDMEC [%] '"T_?::;ilon
' | sooo0 0 50 50
I Jpen 50 0 50 1,3,6
] ;gggg 50 25 25

5.2.3 Lebendfluoreszenzfirbung

Fluoreszenzfarbstoffe

Der rot fluoreszierende PKH 26-Farbstoff dringt mit einer langen aliphatischen Kette in die
Lipid-Regionen der Zellmembran ein. Gefarbt wird in einer iso-osmotischen Tragerlésung, dem
Diluent C, welches das Uberleben der Zellen sichert und gleichzeitig maximale Loslichkeit des

Farbstoffes erlaubt. Der PKH-Farbstoff wird bei 551 nm angeregt und emittiert bei 567 nm.
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Der grin-fluoreszierende Cell Tracker™-Farbstoff CMFDA besteht aus Chloromethyl-
Derivaten von Fluorescein-Diacetat. Dieser Farbstoff ist beim Eindringen in die Zelle farblos
und fluoresziert nicht. Erst durch zytosolische Esterasen der Zelle wird ein Acetatrest
abgespalten und es entsteht der fluoreszierende Farbstoff, der die Zellmembran nicht mehr
durchdringen kann. Angeregt wird dieser Farbstoff bei 492 nm und emittiert das Licht bei 517
nm.

Der Cell Brite-Farbstoff ist ein lipophiler Carbocyanin-Farbstoff, der mit einer langen
Hydrocarbon-Kette in die Lipidschicht der Zellmembran eingelagert wird und blau fluoresziert.
Angeregt wird der Cell Brite-Farbstoff bei 360 nm und emittiert bei 440 nm.

Vorversuche zur Etablierung der Lebendfluoreszenzfarbungen

Bei den Fluoreszenzfarbstoffen PKH 26 und Cell Brite wurden zahlreiche Vorversuche
durchgefthrt, um die Inkubationszeit und die Konzentration der Farbelésung zu optimieren.
Aulerdem wurde die Farbung von adharenten Zellen versus Zellen in Suspension verglichen.
Der in der vorliegenden Arbeit verwendete Cell Tracker™-Farbstoff CMFDA war bereits im
Vorfeld durch unsere Arbeitsgruppe etabliert worden.

Im Rahmen von Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurden auch die Farbeeffizienzen der

drei Fluoreszenzfarbstoffe bestimmt.

PKH 26-Farbung

Die Lebendfluoreszenzfarbung mit dem PKH 26-Farbstoff wurde zuerst laut Herstellerprotokoll
mit Zellen in Suspension in der angegebenen Konzentration durchgefiihrt, d.h. es wurden 4 pl
PKH 26 mit 1 ml Diluent C vermischt. Danach testeten wir die Farbung in einer 1:5
Verdinnung. Auch hier wurden die Zellen in Suspension gefarbt.

In einem weiteren Vorversuch wurde die PKH 26-Farbung an adharent wachsenden Zellen in
2 D-Kultur in Standardkonzentration sowie in der 1:5 Verdinnung getestet.

Als nachstes wurden Spharoide bestehend aus in Adharenz PKH-26-gefarbten Zellen
hergestellt. Auch hier wurden die Standardkonzentration der Farbeldsung sowie die 1:5
Verdiinnung miteinander verglichen. Von diesen Spharoiden wurden Schnitte angefertigt und
unter dem Fluoreszenzmikroskop analysiert, um festzustellen, ob die Farbung gleichmaRig

und ausreichend stark ist.
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Cell Brite-Farbung

Die Cell Brite-Farbung ist laut Hersteller sowohl fiir adharent wachsende Zellen als auch fiir
Zellen in Suspension geeignet. Das Farbeprotokoll wurde auf Grund von Vorversuchen
unserer Arbeitsgruppe etwas verandert.

Zuerst wurden adhdrent wachsende Zellen in 2D-Kultur mit drei verschiedenen
Inkubationszeiten 10 min, 20 min und 60 min gefarbt.

Als nachstes wurden aus adharent wachsenden, lebendfluoreszenzgefarbten Zellen
Spharoide hergestellt. Diese wurden anschlieRend kryokonserviert, geschnitten und dann im

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

Durchfiihrung

Die Lebendfluoreszenz-Farbung diente der Differenzierung der unterschiedlichen Zelltypen in
den Co-Kultur-Sphéaroiden.

Die Zellen wurden zu Beginn entweder mit dem Cell Brite-Farbstoff blau, dem Cell Tracker™
Green CMFDA-Farbstoff griin oder dem PKH 26-Farbstoff rot gefarbt (Abb. 3). Danach wurden
die Zellsuspensionen mit definierten Zellzahlen hergestellt und die Spharoide nach Protokoll
mittels LOT generiert.

Die folgenden Mengenangaben beziehen sich auf eine T75 Zellkulturflasche.

Bei der Cell Brite-Farbung wurde nach Absaugen des Mediums und einmaligem Waschen mit
PBS die Farbelésung bestehend aus 15 yl Lésung A (DiB cell labeling solution) und 15 pl
Lésung B (DiB loading buffer) zusammen mit 6 ml Medium auf die Zellen gegeben und 60 min
bei Standardbedingungen im Dunkeln inkubiert. Nach Absaugen der Farbelésung wurde
dreimal je 5 min mit 10 ml Medium gewaschen.

Fiar die CMFDA-Farbung wurde zunachst der CMFDA-Farbstoff angesetzt, indem 10,76 pl
DMSO in ein Cell Tracker™ Tube gegeben wurden, dieses wurde gevortext, zentrifugiert und
bei -20°C gelagert. Fur die Farbung wurden 2,5 yl CMFDA-Farbstoff in 10 ml kaltes
serumfreies Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM) gegeben und im Wasserbad bei
37°C erwarmt. Die Stammlésung hatte dadurch eine Endkonzentration von 2,5 yM. Nach
Absaugen des Kulturmediums und einmaligem Waschen mit PBS wurde die Farbelésung auf
die Zellen gegeben und 30 min unter Standardzellkulturbedingungen inkubiert. Nach
zweimaligem Spulen mit PBS und Zugabe von 10 ml frischen Mediums wurden die Zellen
erneut 30 min inkubiert und danach noch einmal ein Mediumwechsel durchgefihrt.

Die PKH 26-Farbung wurde im Rahmen der Optimierung der Farbung in der
Standardkonzentration und in einer 1:5 Verdinnung getestet, um die optimale Konzentration

zu finden. Fir die Farbung in 1:5 Verdlinnung wurden 12 pl Diluent C (Carrierldsung fir den
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Farbstoff) und 3 ul PKH 26-Farbstoff zusammengegeben, davon wiederum 6 pl in 6 ml Diluent

C vermischt. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden 6 ml Diluent C zusammen mit der

Farbeldésung auf die Zellen gegeben und 5 min inkubiert. Zum Stoppen der Farbereaktion

sowie um Uberschissigen Farbstoff zu binden wurden 12 ml FCS fir 1 min dazugegeben.

Anschlieend wurde dreimal mit je 10 ml Medium gewaschen.
In der Gruppe |, bestehend aus 50% NHDF und 50% HDMEC, wurden die NHDF mit CMFDA
und die HDMEC mit PKH 26 gefarbt.
In der Gruppe I, die aus 50% HOB und 50% HDMEC bestand, wurden die HOB mit CMFDA

und die HDMEC wieder mit PKH 26 gefarbt.

In der Gruppe lll, bestehend aus 50% HOB, 25% HDMEC und 25% NHDF, wurden die HOB
mit Cell Brite, die HDMEC mit PKH 26 und die NHDF mit CMFDA gefarbt.

Tabelle 6: Zellverteilung und Farbstoffzuordnung der Gruppen | bis IlI

Gruppe

Zellverteilung

Farbstoffzuordnung

50 % NHDF
50 % HDMEC

NHDF CMFDA griin
HDMEC PKH 26 rot

50 % HOB
50 % HDMEC

HOB CMFDA grun
HDMEC PKH 26 rot

50 % HOB
25 % NHDF
25 % HDMEC

HOB Cell Brite blau
NHDF CMFDA grin
HDMEC PKH 26 rot
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Cell Brite 60’ CMFDA PKH 26 (1:5)
Farbelésung | 15plA+15pul B 2,5yl CMFDA in 10 ml 12 pl Diluent + 3 pl PKH
= 30 pl in 6 ml Medium kaltes DMEM 26
= Wasserbad = davon 6 pl in 6 ml
Diluent
Kulturmedium Kulturmedium absaugen Kulturmedium
absaugen absaugen
1x10 ml PBS 1x 10 ml PBS 2x10 ml PBS
6 ml Diluent dazugeben
Zeit: 07 Farbeldsung dazugeben | Farbelésung dazugeben

30" Inkubation

L J

30° Farbelésung absaugen
60" Inkubation | 2 x 10 ml PBS
10 ml Medium dazugeben

55° Farbeldsung
30" Inkubation dazugeben

60’

15' Inkubation

L 4 v

Farbeldsung absaugen Medium absaugen 12 ml Serum 1’
dazugeben

absaugen

3 x 10 ml Medium je 5’ 3 x 10 ml Medium je 5

10 ml Medium 10 ml Medium 10 ml Medium

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Farbeprotokolle der drei verwendeten
Lebendfluoreszenzfarbstoffe. Durch die Verschachtelung der 3 Farbeprotokolle (siehe
Zeitachse), sind die Farbungen zum selben Zeitpunkt abgeschlossen. Angegebene Volumina
fur T 75

5.2.4 Spharoidherstellung

Es wurden HDMEC der Passage 7, NHDF der Passage 5 und HOB der Passage 7 verwendet.
Die Spharoide wurden in 96-Well-Platten mittels LOT hergestellt.

Dazu wurde eine sterile 1%ige Agarose-Lésung hergestellt. Agarose 1% wurde in
deionisiertem Wasser (dH2O) kurz in der Mikrowelle bis zur vollstdndigen Verflissigung, wenn
keine Schlieren mehr zu sehen waren aufgekocht und dann je 50 pl in die Kavitaten einer
Zellkulturplatte 96-Well pipettiert. Die Agarose wurde ca. 1,5 - 2 Stunden ausgekuhlt.

Die vor der Spharoidherstellung fluoreszenzgefarbten Zellen wurden nach Standardprotokoll
trypsiniert und gezahlt und die Zellzahl/ml sowie die Gesamt-Zellzahl bestimmt. Danach

wurden die Zellsuspensionen flr die unterschiedlichen Gruppen (I-1ll) hergestellt und je 100 pl
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pro Well pipettiert. Die Platten wurden dann entweder einen Tag, drei Tage oder sechs Tage
unter Standard-Zellkulturbedingungen inkubiert.

Pro Gruppe und Tag wurde eine 96-Well-Platte verwendet, in die dann die SpharoidgrofRen
10.000 und 50.000 pipettiert wurden. Die Zellsuspension wurde immer fur 15 Spharoide pro
Gruppe, Tag und GréfRe angesetzt.

5.2.5 Farbung mit Kernechtrot und Einfrieren der Spharoide

Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Spharoide mit Kernechtrot gefarbt, um sie
spater beim Schneiden im Kryobléckchen besser identifizieren zu kénnen. Durch die Farbung
mit Kernechtrot sind die Spharoide als rétliche Punkte im gefrorenen Tissue Tek besser zu

sehen.

Kernechtrot:
e 44,4 g Al,012S3 * H20
o 0,5 g Kernechtrot
e 20 ml NaNs (0,04%)
e HyO ad 500 ml

— auf hochster Hitzestufe rihren, bis sich alles geldst hat und filtrieren

Die Spharoide wurden vorsichtig mit speziellen 200 pl Pipettenspitzen, die eine grbéRere
Offnung besitzen als herkémmliche 200 ul Pipettenspitzen, aus ihren Kavitaten pipettiert und
fur 30 Minuten in Kernechtrot bei Dunkelheit bei RT inkubiert und danach in PBS gewaschen.
Das Einfriermedium Tissue Tek wurde in den Deckel eines 2 ml Eppendorfgefalles geflillt,
sodass der Boden bedeckt war. Danach wurden pro Deckel 6 bis 8 Spharoide hinein pipettiert
und dann vorsichtig mit Tissue Tek bedeckt.

Jedes Eppendorfgefal® wurde mit einer langen Pinzette vorsichtig in flissigen Stickstoff
getaucht, bis das gesamte Tissue Tek komplett durchgefroren war. Danach wurde das
Bléckchen aus dem Deckel herausgedrickt und in einer beschrifteten Einbettkassette bei -

80°C bis zum Schneiden gelagert.

5.2.6 Schneiden und Fixieren der Sphéroide

Die Spharoide wurden an einem Kryostat Cryo-Star HM 560 M geschnitten (Abb. 4 A).
Hierzu wurden die Spharoidbléckchen in einer mit Eis geflllten Styroporbox transportiert. Im
Kryostat wurden die Blockchen mit Tissue Tek an Objekttellern fixiert und eingespannt (Abb.

4 B). Dann wurde der Schnittstrecker, der zum Aufnehmen der Schnitte notwendig ist und das
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Messer befestigt. Hierbei musste die Oberkante des Messers mit der roten Linie im Kryostat
abschlieRen und ein Schneidewinkel von 10° eingehalten werden. Als Objekttemperatur
musste -20°C, als Messertemperatur -25°C eingestellt sein. Danach wurden 7 uym dinne
Schnitte angefertigt (Abb. 4 C). Diese Schnitte wurden mit einem leicht angekuhlten
Superfrost® Objekttrager aufgenommen, die Lage mit einem wasserfesten Stift auf der
Unterseite markiert, kurz auf einer Warmplatte angetrocknet und dann 5 Minuten in PFA
(Paraformaldehyd) 4 % in PBS fixiert. AnschlieRend wurden die Objekttrager in dH>-O 5 min
gewaschen und dann in Eindeckmedium eingedeckt. Die Zweifach-Kombinationen wurden mit
DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol), die Dreifach-Kombination mit einem DAPI-freien
Eindeckmedium eingedeckt. DAPI ist ein interkalierender Farbstoff, der sich in die DNA
einlagert, wodurch die Zellkerne blau gefarbt werden.

Danach wurden die Schnitte mit einem 24 x 60 mm Deckglaschen bedeckt und bis zum

Mikroskopieren am nachsten Tag bei +4°C in einem Objekttragerkasten gelagert.

DAPI-freies Eindeckmedium Antifade:
e 2 g DABCO (1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan)
e 90 ml Glycerol
— bei 60 - 70°C im Wasserbad I6sen
e 1TMTRISad 10 ml, pH7
e 100 pl Natriumazid (20% in A.dests.o.)
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Abbildung 4:

A: Kryostat B: eingespanntes Tissue Tek-Blockchen und eingespanntes Messer C: Schnitt

unter dem Schnittstrecker (Pfeil)

5.2.7 Fluoreszenzmikroskopie

Aufbau des Fluoreszenzmikroskops

Zum Mikroskopieren und Auswerten wurde ein Axioskop von Zeiss verwendet.

Als Lichtquelle fungiert eine Quecksilberhochdrucklampe (Abb. 5 A 1), aus der das Licht durch
einen Anregungsfilter (Abb. 5 A 2a) geleitet wird. Dadurch wird die fur die Anregung der
Fluoreszenz notwendige Wellenldnge herausgefiltert. Das Licht wird dann auf einen
dichroischen Spiegel geleitet (Abb. 5 A 2b), wodurch es um 90° abgelenkt wird. Der Spiegel
besitzt eine so genannte kritische Wellenlange. Dadurch kann er kurzwelliges Licht reflektieren
und langwelliges Emissionslicht durchlassen. Dies hat zur Folge, dass das kurzwellige
Anregungslicht reflektiert und durch das Objektiv (Abb. 5 A 3) zum Objekt (Abb. 5 A 4) geleitet
wird, das langwellige Fluoreszenzlicht hingegen durch den dichroischen Spiegel durch einen
Emissionsfilter (Abb. 5 A 2c) geleitet wird. Dieser filtert die Anregungsfrequenz heraus und
leitet nur das Fluoreszenzlicht durch das Okular (Abb. 5 A 5) hindurch zum Auge des

Betrachters (Abb. 5 A 6). Das Okular vergrofRert das Bild zehnfach. Der Anregungsfilter, der
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dichroische Filter sowie der Emissionsfilter sind in einem Filterwirfel verbaut. Dadurch gibt es
spezifische Filterwirfel fur Anregungs- und Emissionswellenbereiche unterschiedlicher
Fluoreszenzfarbstoffe (Abb. 5 A 2).

Bei Bedarf kann eine monochromatische Kamera (AxioCam MRm) an das
Fluoreszenzmikroskop angeschlossen werden, mit der mehrdimensionale Bilder
aufgenommen werden kénnen, bei denen die Farbe je Kanal nachtraglich von der Software
zugewiesen wird. Die Aufnahmen kénnen spater mit Hilfe der Axiovision-Software ausgewertet

werden.

Durchfithren der Messung
Phasen | Kansle

Phase 1 v

Flache{y. .. | BdIDKanal
32140,59 0

Abbildung 5: A: schematischer Aufbau eines Fluoreszenzmikroskops, 1:
Quecksilberhochdrucklampe, 2: Filterwirfel (2 a: Anregungsfilter, 2 b: dichroischer Filter, 2 c:
Emissionsfilter), 3: Objektiv, 4: Objekt, 5. Okular, 6: Betrachter B-D : Screenshots der
semiautomatisierten Messung eines Kanals eines Spharoidschnitts mit Hilfe der Axiovision-
Software B: automatische Markierung der Zellflache eines Spharoids C: manuelle Festlegung

des Messrahmens D: Ergebnis der Messung in ym?
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Auswertung

Es wurden jeweils 4 Spharoide aus den Blécken A und B fir jede Gruppe und jede Gréle
ausgewertet. Die Schnitte sollten mdglichst nahe an der Aquatorebene vermessen werden.
Die GroRe der Spharoide in den unterschiedlichen Gruppen war in Vorversuchen bereits an
lebenden Spharoiden von unserer Arbeitsgruppe bestimmt worden. Es wurde eine maximale
Abweichung der SpharoidgréRe der Kryoschnitte von der Lebendgréfie von plus/minus 15%
festgelegt. Diese GroRenangaben ermdglichten es uns, die Aquatorebene des Sphéroids am
Kryoschnitt zu identifizieren. Es wurden Reihenschnitte jedes Spharoids angefertigt.

Am Fluoreszenzmikroskop wurden diejenigen Schnitte ausgewahlt, die im definierten
GroRenbereich um den Aquator lagen. Dieser Schnitt wurde mit Hilfe der Axiocam
dokumentiert und nur der automatische Belichtungsmodus gewahlt. Das Bild wurde weder
vom Programm noch von Hand nachbearbeitet, um Fehler durch die Nachbearbeitung
auszuschlie3en und die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu garantieren.

Pro Farbe wurde je ein Bild mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommen. Dadurch
entstanden in Gruppe | und Il pro Spharoid zwei Bilder und in Gruppe Il drei Bilder.

Jedes Bild wurde mit Hilfe der Image-J-Software standardisiert in ein binares Bild
umgewandelt, wodurch es nur noch aus weilen und schwarzen Flachen bestand. Die weil3en
Flachen entsprachen dem Sphéaroid, die durch die Axiovision-Software markiert werden
konnten.

Es wurde ein spezielles Messprogramm von mir programmiert, wodurch die markierten
Zellflachen in den einzelnen Kanalen semiautomatisch vermessen werden konnten.

Im ersten Schritt wurde die weil3e Flache im Bild durch das Programm markiert (Abb. 5 B).
Damit diese markierte Flache gemessen wurde, musste man manuell einen Messrahmen
festlegen (Abb. 5 C). Innerhalb dieses Messrahmens wurde die markierte Zellflache gemessen
und von der Axiovision-Software in ym? angegeben (Abb. 5 D). Dieser Vorgang wurde fur
jeden Kanal wiederholt, maximal also dreimal pro Bild/Schnitt. Die Werte wurden dann in ein
Excel-Sheet Ubertragen, sodass am Ende zum einen die absoluten Zellflachenanteile sowie

die prozentualen Zellflachenanteile angegeben werden konnten.

5.2.8 Rasterelektronenmikroskopie

Bei der Rasterelektronenmikroskopie (REM) wird ein Elektronenstrahl zeilenweise Uber das
Praparat gefuhrt (Abb. 6 A). Der Elektronenstrahl wird mit Hilfe von Feldemission erzeugt, d.h.
es werden durch ein ausreichend starkes elektrisches Feld Elektronen aus einer Kathode
geldst (Abb. 6 B). Um Wechselwirkungen mit Atomen der Luft zu verhindern, herrscht im REM

ein Hoch-Vakuum. Daher missen die Proben vakuumbestandig sein. AulRerdem missen sie
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elektrisch leitfahig sein, um Uberhaupt im REM dargestellt werden zu kénnen und um
Aufladungseffekte zu verhindern. Der Elektronenstrahl wird mit Hilfe von Magnetspulen auf
einen Punkt geleitet (Abb. 6 C). Durch Wechselwirkungen mit der Probe entstehen
unterschiedliche Signale, die mit Hilfe von Detektoren aufgezeichnet werden kénnen. Die
Elektronen, die aus dem primaren Elektronenstrahl auf die Probe treffen bilden die Oberflache
der Probe ab. Man nennt sie Sekundarelektronen. Dies sind niederenergetische Elektronen,
die durch die Primarelektronen mittels Streuung ausgelést werden. Sie werden vom
Sekundarelektronen-Detektor (SE-Detektor) erfasst und geben damit Auskunft Uber die
Topografie der Probe (Abb. 6 E). Die Primarelektronen, die von der Probe zuriickgestreut
werden sind die sogenannten Rickstreuelektronen, engl. backscattered electrons (BSE).
Diese werden vom BSE-Detektor erfasst und liefern Aussagen zu Materialunterschieden oder
der chemischen Zusammensetzung der Probe (Abb. 6 F). Durch Anregung von Elektronen in
der Probe wird Energie in Form eines Réntgenquants frei. Diese Réntgenquanten werden mit
dem EDX-Detektor erfasst. Dies geschieht mittels der sogenannten energiedispersiven
Rontgenstrahlen-Analyse, engl. Energy dispersive X-ray analysis (EDX). Hiermit konnen
Aussagen zur elementaren Zusammensetzung getroffen werden (Abb. 6 G).

Zur Darstellung der Zellmorphologie sowie Zell-Zell-Kontakte mittels Filopodien wurden REM-
Bilder von allen Spharoiden aller Gruppen angefertigt. Dazu mussten die Spharoide erst fixiert
und anschlieRend firs REM fixiert werden. Zuerst wurden die Spharoide zweimal mit PBS
gewaschen, danach bei Raumtemperatur (RT) 10 min unter Bewegung in 2% Glutaraldehyd
(GDA) in 0,1 M Cacodylat-Puffer pH 7,4 (CaCo) fixiert und dann dreimalig mit CaCo
gewaschen. Danach folgte die Inkubation in Osmium-Tetroxid (1% in 0,2 M Caco-Puffer) fur 1
h bei RT unter Bewegung im Dunkeln und viermaliges Waschen in A. dest. fur je 10 min.
AulRerdem wurden zwei weitere Inkubationen durchgefiihrt, um den Kontrast der Proben zu
verbessern. Zum einen die Inkubation in Tanninsaure und zum anderen in Uranylacetat.
Danach folgte die Entwasserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe, gefolgt von einer
Inkubation fur 15 min bei RT der Spharoide in einer 1:1 Mischung von 100% Ethanol und
Hexamethyldisilazan (HMDS). Dann wurden die Spharoide nochmals 15 min in reinem HMDS
Uber Nacht unter dem Abzug inkubiert. In einem letzten Schritt wurden sie auf einen
Carbonhalter aufgebracht, mit Gold beschichtet (Sputtering), d.h. gesputtert und anschlielend
im REM analysiert.

38



Material und Methoden

Abbildung 6: schematische Darstellung des REM, A: Elektronenstrahl, B: Kathode, C:
Magnetspulen, D: Bildschirm, E: SE-Detektor, F: BSE-Detektor, G: EDX-Detektor

5.2.9 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (fluorecence activated cell sorting FACS™) wurde durchgefiihrt, um
mit Hilfe einer weiteren Methode den prozentualen Anteil der unterschiedlichen Zelltypen zu
bestimmen. Dadurch sollte die Bestimmung der Zellflachenanteile mittels Axiovision-Software
mit einer zweiten Methode Uberprift werden. Dieser Versuch wurde von uns exemplarisch an
zehn 50.000er-Spharoiden der Gruppe | durchgefiihrt. Die Daten aus den FACS™-Versuchen
sollten mit den Ergebnissen aus der Vermessung der Axiovision-Software verglichen werden.
Um den prozentualen Anteil der Zellen zu messen, wurden die unterschiedlichen Zelltypen
ebenfalls lebendfluoreszenzgefarbt und danach Spharoide nach bekanntem Protokoll
hergestellt. Die Spharoide wurden einen, drei oder sechs Tage unter Standardbedingungen
inkubiert. Danach wurden die Spharoide mit Hilfe von Enzymen in die unterschiedlichen Zellen
dissoziiert.

Die Messungen der einzelnen Zelltypen wurden an einem FACscan™ von BD (Abb. 7) mit

Hilfe der Cellquest-Software durchgeflhrt.

Aufbau des FACS™

Die Zellen werden durch eine Mikrokuvette an einem 488 nm Argon-Laser vorbeigefuhrt. Das
Fluoreszenzsignal oder Streulicht wird mit Hilfe unterschiedlicher Filter zu verschiedenen

Detektoren geleitet. Dadurch kénnen eine Reihe von Informationen Uber die Zellen gesammelt
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werden. Je nachdem wie komplex oder grof3 die Zelle ist, andert sich die Menge des
gestreuten Lichts. Unterschieden werden ein Vorwartsstreulicht (forward scatter = FSC) und
ein Seitwartsstreulicht (side scatter = SSC). Der FSC ist ein Mal fir das Zellvolumen, der SSC
wird von der Zellgrolie, der Struktur des Zellkerns, der Granularitdt der Zelle sowie der

Vesikelmenge in der Zelle beeinflusst.

Probe

SSC,
Fluoreszenz

» FSC, GroRe der
Zellen

“

¥
(X

488 nm
Argon-
Laser

Abbildung 7: Schematischer Aufbau eines FACscan™ von BD

5.2.10 Dissoziation der Spharoide

Da die FACS™-Messung eine Einzellsuspension voraussetzt mussten die Spharoide
dissoziiert werden. Es wurden exemplarisch zehn Spharoide mit 50.000 Zellen aus Gruppe |
dissoziiert.

Zunachst wurden die NHDF mit CMFDA fluoreszenzgefarbt, die HDMEC blieben ungefarbt.
Danach erfolgte die Herstellung der Sphéaroide wie unter 5.2.4 beschrieben. Die
Inkubationsdauer betrug auch hier ein, drei und sechs Tage.

Fir die Dissoziation wurden jeweils 10 Spharoide pro Ansatz in einer 60 mm Petrischale mit
PBS gesammelt und danach in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefal® Gberfuhrt. Pro Tag wurden 2
Ansatze verwendet (n = 2). Das Eppendorf-Gefal® wurde 2 Minuten bei 400 g zentrifugiert. Der

Uberstand wurde verworfen.
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Fir die Dissoziation der Spharoide wurden je nach Alter der Spharoide unterschiedliche
Enzymkombinationen und Inkubationszeiten verwendet (Tab. 7). Die Dissoziation wurde bei

37°C und unter standigem Rutteln im Eppendorf-Thermomixer durchgefihrt.

Tabelle 7: Inkubationsdauer und verwendete Enzymkombinationen bei der Dissoziation von
Spharoiden an Tag 1, Tag 3 und Tag 6. Spharoidgréfie 50.000 Zellen, 50% NHDF und 50%
HDMEC

Spharoidalter Inkubationsdauer Enzyme
d1 30 min 300 pl Accutase
d3 30 min 300 pl Accutase + 128,6 pl Kollagenase
do6 40 min 300 pl Accutase + 128,6 pl Kollagenase

Nach erfolgter Inkubationsdauer wurde die Zellsuspension zehnmal resuspendiert und in eine
48-Well-Platte Uberfihrt. Hier wurde die Vollstandigkeit der Dissoziation beurteilt. Bei
vollstandiger Dissoziation in Einzelzellen wurden 25 pul der Zellsuspension mit 25 ul Trypanblau
gefarbt und der Anteil der toten Zellen sowie das Vorhandensein von Dubletten und
Aggregaten bestimmt.

Danach wurden die Proben fir die durchflusszytometrische Messung vorbereitet. Dazu
wurden die dissoziierten Spharoide aus der 48-Well-Platte in ein 1,5 ml Eppendorf-Gefaf
transferiert. Die Well-Platte wurde mit 700 pyl PBS gewaschen und das PBS in das Eppendorf-
Gefald dazugegeben. Dieses wurde 2 Minuten bei 400 g zentrifugiert und das Pellet in 350 pl
PBS resuspendiert.

Bevor die Zellsuspension im FACS™ gemessen werden konnte, musste sie filtriert werden,
um mogliche Verstopfungen im FACS™ durch gréRere Zellaggregate zu vermeiden. Dazu
wurden spezielle Filter FACS™ Tubes vorbereitet. Dies sind spezielle FACS™ Réhrchen mit
einer Kappe, in die ein Netz mit einer Maschenweite von 35 pm eingearbeitet ist. Zuerst wurde
dieses Netz mit 50 ul PBS benetzt und anschlielend die Zellsuspension pipettiert. Danach
wurde das Filter FACS™ Tube bei 220 g fir 2 Minuten zentrifugiert. Das Netz wurde
anschlieRend nochmals mit 100 yl PBS benetzt und das Filter FACS™ Tube erneut bei 220 g

fur 2 Minuten zentrifugiert.
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5.2.11 Statistik

Die statistische Auswertung wurde mit Hilfe des Programms Sigma Stat durchgeftihrt.

Zur statistischen Testung der prozentualen Zellflachenanteile an den unterschiedlichen Tagen
und im Vergleich mit dem initialen stdchiometrischen Verhaltnis wurde eine One way ANOVA
durchgefihrt.

Beim Vergleich der Durchmesser der Kryoschnitte und der am lebenden Spharoid oder vitalen
Spharoid gemessenen Durchmesser kam ein ungepaarter t-Test zur Verwendung, analog
beim Vergleich der Groflen zwischen Axiovision und manuell gemessenen Werten. Eine
statistische  Signifikanz bestand bei p<0,05. Im Text sind Mittelwerte und

Standardabweichungen angegeben.

42



Ergebnisse

6. Ergebnisse

6.1 Vorversuche zur Lebendfluoreszenzfarbung

In dieser Arbeit wurden die drei verwendeten Zelltypen (HDMEC, NHDF und HOB) mit drei
verschiedenen Lebendfluoreszenzfarbstoffen gefarbt. Zwei dieser Farbstoffe, der PKH 26- und
der Cell Brite-Farbstoff, wurden im Rahmen dieser Arbeit in Vorversuchen getestet und die

Farbemethode optimiert, sowie fur alle drei Farbungen die Farbeeffizienz bestimmt.

PKH 26-Farbung

Nach Durchfiuhrung der PKH 26-Farbung an Zellen in Suspension in der vom Hersteller
empfohlenen Konzentration (Standardkonzentration) zeigten sich beim Betrachten der Zellen
unter dem Fluoreszenzmikroskop rot fluoreszierende Kristalle und ungleichmalig, stark
punktuell gefarbte Zellen.

Mit dem Ziel, eine Kristallbildung zu vermeiden, wurde die PKH 26-Farbung in einer 1:5
Verdinnung an Zellen in Suspension durchgefihrt. Hierbei zeigte sich erwartungsgemaf eine
geringere Farbeintensitat. Kristalle wie sie in der Standardkonzentration vorkamen, waren
nicht zu beobachten.

Da wir zur Spharoidherstellung adharente Zellen farben, wurde die Farbung danach an
adharent wachsenden Zellen durchgefihrt. Auch hier wurden die Standardkonzentration und
die 1:5 Verdinnung miteinander verglichen. Hier sah man in beiden Konzentrationen eine
gleichmaRige Farbung ohne Kristallbildung. Daraus schlussfolgerten wir, dass die PKH 26-
Farbung auch fur adharent wachsende Zellen geeignet ist.

Der nachste Vorversuch bestand darin, Spharoide bestehend aus adharent gefarbten Zellen
herzustellen und danach Schnitte der Spharoide in Bezug auf die Fluoreszenz zu analysieren.
Hier zeigte sich bei der Standardkonzentration eine sehr starke gleichmafige Farbung. In der
1:5 Verdinnung war die Farbung der Zellen im Spharoid im Gegensatz zur 2D-Kultur immer
noch stark und auch gleichmafig. Daher entschieden wir uns, fur unsere Versuche die 1:5

Verdinnung des PKH-26-Farbstoffes zu verwenden.

Cell Brite-Farbung

Bei der Cell Brite-Farbung wurden adharente HOB gefarbt. Laut Herstellerprotokoll muss die
Inkubationszeit je nach Anwendungsgebiet individuell in Vorversuchen bestimmt werden. Um
das Farbeprotokoll an die anderen beiden Farbeprotokolle anzupassen, testeten wir 10, 20

und 60 min Inkubationszeit. Bei allen drei Inkubationszeiten war das Farbeergebnis in der 2D-
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Kultur diffus und wenig abgrenzbar. Nach 10 und 20 min war eine nur sehr schwache Farbung
zu erkennen. Wir entschieden uns flr eine Inkubationszeit von 60 min, weil hier das
Farbeergebnis am besten war.

Als nachstes wurden Spharoide aus adharent gefarbten Zellen hergestellt, um die Farbung im
Spharoidschnitt zu beurteilen. In den mikroskopierten Schnitten dieser Spharoide zeigte sich
die Cell Brite-Farbung starker als in der 2D-Kultur.

Wir entschieden uns auf Grund dieser Ergebnisse fir die Farbung von adharenten Zellen mit

einer Inkubationszeit von 60 min.

CMFDA-Farbung

Bei der CMFDA-Farbung wurden ebenfalls adharente Zellen gefarbt. Laut Protokoll des
Herstellers konnen sowohl adharente Zellen als auch Zellen in Suspension gefarbt werden.
Auch bei dieser Farbung sollen laut Hersteller die Inkubationszeiten sowie
Farbekonzentrationen je nach Zelltyp und Anwendungsgebiet in Vorversuchen bestimmt
werden. Wir hatten in unserer Arbeitsgruppe das Farbeprotokoll fir diesen Farbstoff bereits
optimiert. Nach zweimal 30 min Inkubationszeit wurde ein sehr gleichmaRiges Farbeergebnis

sowohl bei Zellen in 2D-Kultur als auch im Spharoidschnitt erreicht.
Farbeeffizienzen
Die Farbeeffizienzen betrugen fur die HDMEC, die mit dem PKH 26-Farbstoff gefarbt wurden,

97,8 £ 4,6%, fur NHDF, die mit dem CMFDA-Farbstoff gefarbt wurden, 99,8 £ 0,8% und fir die
mit dem Cell Brite-Farbstoff gefarbten HOB 95,2 + 8,7% (Abb. 8 A-C).

Abbildung 8: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von lebendfluoreszenzgefarbten Zellen
in 2D-Kultur. Die Zellkerne sind mit Dapi gegengefarbt (A, B). A: HDMEC mit PKH 26 gefarbt,
B: NHDF mit CMFDA gefarbt, C: HOB mit CellBrite gefarbt. MaRstabsbalken 100 ym
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6.2 Qualitative Beurteilung von Spharoidschnitten

Gruppe I: 50% NHDF und 50% HDMEC

Im Zellkultur-Bild der Spharoide der Gruppe |, hatten die Spharoide eine kompakte und runde
Form. Weiterhin war zu erkennen, dass keine Zellen um das Spharoid herum an der Agarose
festgewachsen waren (Abb. 9 A).

Auch im REM zeigten die Spharoide eine kompakte, runde und klar abgegrenzte Form (Abb.
9 B). Weiterhin waren die Einzelzellen deutlich zu erkennen sowie eine Vielzahl von
Filopodien. Diese sind ein Hinweis auf intensive Zell-Zell-Kontakte (Abb. 9 C).

In den Fluoreszenzschnitten war an Tag 1 zu beobachten, dass die NHDF am Rand des
Spharoids sehr eng zusammenlagen. Unterhalb dieses Randes sah man ein NHDF-freies
Areal. In der Mitte des Spharoides lagerten sich die NHDF wieder eng aneinander (Abb. 10 A
und 11 A).

Mit der Zeit kam es innerhalb des Spharoids zu Umlagerungsprozessen, sodass die Zellen
gleichmaRiger im Sphéaroid verteilt waren als an Tag 1 (Abb. 10 B und 11 B). Diese
Beobachtung war bei den 10.000er-Spharoiden deutlicher als bei den 50.000er-Spharoiden.
Zum Teil zeigte sich eine zwiebelschalenartige Anordnung der Zellen (Abb. 10 C).

Die HDMEC waren an Tag 1 im Gegensatz zu den NHDF flachig angeordnet und Uber das
gesamte Spharoid verteilt, wenn auch zu beobachten war, dass sie am Rand, genau wie die
NHDF, enger beisammen lagen (Abb. 10 D und 11 D).

Die Verteilung der HDMEC veranderte sich tber die Zeit nicht so stark wie die der NHDF. Man
konnte beobachten, dass sich die HDMEC an Tag 3 und 6 leicht innerhalb des Sphéaroids
zusammen lagerten und dadurch der flachige Eindruck von Tag 1 etwas verloren ging (Abb.
10 E, Fund 11 E, F).

Insgesamt war bei den 50.000er-Spharoiden die Ausbildung von Endothelzell-freien Arealen

deutlicher zu erkennen als bei den 10.000er-Sphéaroiden.

Abbildung 9: A: Lichtmikroskopische Aufnahme (Phasenkontrast) eines 10.000er-Spharoids
Tag 1 bestehend aus 50% NHDF und 50% HDMEC; B und C: REM-Aufnahmen eines
10.000er-Spharoids bestehend aus 50% NHDF und 50% HDMEC; SE-Detektor. A:

Malistabsbalken 200 um, B: Mal3stabsbalken 100 um, C: Maf3stabsbalken 20 pm

45



Ergebnisse

Abbildung 10:

Fluoreszenzmikroskopische = Aufnahme beispielhaft ausgewahlter Kryoschnitte von
Spharoiden (10.000 Zellen) der Gruppe |I. NHDF (A-C) sind mit CMFDA, HDMEC (D-F) mit
PKH26 gefarbt. Dargestellt sind jeweils fir die Tage 1, 3 und 6 die einzelnen
Fluoreszenzkanale des gleichen Schnittes. (A, D)d 1, (B, E) d 3, (C, F) d 6. Mal3stabsbalken
100 pm

Abbildung 11:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme beispielhaft ausgewahlter Spharoide (50.000 Zellen)
der Gruppe |I. NHDF (A-C) sind mit CMFDA, HDMEC (D-F) mit PKH26 gefarbt. Dargestellt sind
jeweils fur die Tage 1, 3 und 6 die einzelnen Fluoreszenzkanale des gleichen Schnittes. (A, D)
d1, (B, E)d3, (C, F)d 6. MaRRstabsbalken 200 ym
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Gruppe Il 50% HOB und 50% HDMEC

In Gruppe |l zeigte sich sowohl im Phasenkontrast als auch im REM eine vergleichbare
Morphologie wie in Gruppe | (Abb. 12).

Ahnlich wie die NHDF lagen die HOB am Rand dichter organisiert, jedoch waren sie insgesamt
gleichmafiger Gber das Spharoid verteilt (Abb. 13 A). Mit zunehmendem Alter zeigte sich eine
zunehmende Anlagerung in den Randbereichen des Spharoids, wohingegen sich die HOB in
der Spharoidmitte zunehmend aufgelockert verteilten (Abb. 13 B und C). Insgesamt ahnelte
die Verteilung der HOB der Verteilung der NHDF aus Gruppe |. Auch die Verteilung der HOB
in den 10.000er und 50.000er-Spharoiden ahnelte sich. In den 50.000er-Spharoiden zeigte
sich das Spharoidzentrum leicht kompakter als bei den 10.000er-Spharoiden (Abb. 14 A-C).
Bei den HDMEC war insgesamt zu beobachten, dass sie an den Tagen 1, 3 und 6 am Rand
dichter lagen als innerhalb des Sphéaroids. Insgesamt verteilten sich die HDMEC genau wie in
Gruppe | flachiger als die HOB. Uber die Zeit verlor sich diese gleichmaRige Verteilung tiber
die Flache (Abb. 13 und 14 D-F). Diese Anordnung der HDMEC war sowohl bei den 10.000er-
als auch bei den 50.000er-Spharoiden zu erkennen. Bei einigen der alteren 50.000er-
Spharoide war ein endothelzell-armes Areal in der Mitte des Spharoids zu erkennen (Abb. 14
E und F).

Abbildung 12:

A: Lichtmikroskopische Aufnahme (Phasenkontrast) eines 10.000er-Spharoids Tag 1 mit 50%
HOB und 50% HDMEC; B und C: REM-Aufnahmen eines Spharoids bestehend aus 10.000
Zellen (50% HOB, 50% HDMEC), SE-Detektor; A: Malstabsbalken 200 pm, B:
Malstabsbalken 100 um, C: Maf3stabsbalken 20 ym
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Abbildung 13:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme von beispielhaft ausgewahlten Kryoschnitten von
Spharoiden (10.000 Zellen) der Gruppe Il. HOB (A-C) sind mit CMFDA, HDMEC (D-F) mit
PKH26 gefarbt. Dargestellt sind jeweils fir die Tage 1, 3 und 6 die einzelnen
Fluoreszenzkanale des gleichen Schnittes. (A, D) d 1, (B, E) d 3 (C, F) d6. MaRstabsbalken
100 um

Abbildung 14:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme beispielhaft ausgewahlter Spharoide (50.000 Zellen)
der Gruppe Il. HOB (A-C) sind mit CMFDA, HDMEC (D-F) mit PKH26 gefarbt. Dargestellt sind
jeweils fur die Tage 1, 3 und 6 die einzelnen Fluoreszenzkanale des gleichen Schnittes. (A, D)
d1, (B, E)d3, (C, F)d 6. Mal3stabsbalken 200 ym
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Gruppe Il 50% HOB, 25% NHDF und 25% HDMEC

Das runde, kompakte Erscheinungsbild war ahnlich wie in den anderen Gruppen auch im
phasenkontrastmikroskopischen Bild zu sehen (Abb. 15 A). Auch im REM-Bild konnte man
eine kompakte Form mit sehr dicht gepackten Zellen auf der Auf3enseite sehen (Abb. 15 B und
C).

Bei Spharoiden aus 10.000 Zellen konnte man eine flachige Anordnung der HOB mit wenig
zellfreien Arealen an Tag 1 (Abb. 16 A) beobachten, welche sich mit zunehmendem Alter der
Spharoide hin zu mehr zellfreien Arealen veranderte (Abb. 16 B und C).

Eine ahnliche, wenn auch nicht so kompakte Anordnung der Zellen war bei den NHDF zu
sehen. Wie bei den Spharoiden der beiden vorherigen Gruppen fiel eine randstandige
Anordnung der Zellen, welche Uber die Zeit zunahm, auf (Abb. 16 D-F). Zum Teil kam es
wieder zu einer zwiebelschalenartigen Anordnung der NHDF (Abb. 16 F).

Auch die HDMEC organisierten sich sehr dicht am Rand des Spharoids mit ansonsten flachiger
Anordnung im Spharoid. Uber die Zeit verstarkte sich dieser Rand aus HDMEC (Abb. 16 G-I).
Die Zellanordnung aller 3 Zelltypen unterschied sich in den 50.000er-Spharoiden deutlich zu
den 10.000er-Spharoiden. Bei allen 3 Zelltypen konnten zellfreie Areale an Tag 1 in der Mitte
des Spharoids nachgewiesen werden, welches mit zunehmendem Alter bei den HOB und den
NHDF nicht mehr vorhanden war (Abb. 17 A-F). Eine Ausnahme bildeten hier die HDMEC.
Hier sah man von Tag 1 bis Tag 6 zellfreie Areale in der Spharoidmitte (Abb. 17 G-I). Auch
nahm der Durchmesser der Sphéaroide deutlich ab tber die Zeit.

Abbildung 15:

A: Lichtmikroskopische Aufnahme (Phasenkontrast) eines 10.000er-Spharoids Tag 1 mit 50%
HOB, 25% NHDF und 25% HDMEC; B und C: REM-Aufnahme eines 10.000er-Spharoids mit
50% HOB, 25% NHDF25%, HDMEC, SE-Detektor; A: Malstabsbalken 200 um, B:
Malistabsbalken 100 um, C: Maf3stabsbalken 20 ym
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Abbildung 16:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme beispielhaft ausgewahlter Spharoide (10.000 Zellen)
der Gruppe lll. HOB (A-C) sind mit CellBrite, NHDF (D-F) mit CMFDA, HDMEC (G-I) mit PKH-
26 gefarbt. Dargestellt sind jeweils fir die Tage 1, 3 und 6 die einzelnen Fluoreszenzkanale
des gleichen Schnittes. (A, D, G)d 1, (B, E, H)d 3, (C, F, I) d 6. MaRRstabsbalken 100 ym
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Abbildung 17:

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme beispielhaft ausgewahlter Spharoide (50.000 Zellen)
der Gruppe lll. HOB (A-C) sind mit CellBrite, NHDF (D-F) mit CMFDA, HDMEC (G-I) mit PKH-
26 gefarbt. Dargestellt sind jeweils fiir die Tage 1, 3 und 6 die einzelnen Fluoreszenzkanale
des gleichen Schnittes. (A, D, G)d 1, (B, E, H)d 3, (C, F, I) d 6. MaRRstabsbalken 200 um

6.3 Durchmesser- und Flachenvergleich der Spharoide

6.3.1 Durchmesser

Der Durchmesser der Spharoide wurde am Kryoschnitt in Aquatorebene mit Hilfe der
Messfunktion der Axiovision-Software bestimmt. Um Kryoschnitte anhand des Durchmessers
der Aquatorebene der Spharoide zuordnen zu kénnen, wurde in Vorversuchen der
Durchmesser lebender Spharoide bestimmt (Tab. 8). Kryoschnitte mit einem Durchmesser
plus minus 15% vom Durchmesser vitaler Spharoide wurde in die quantitative Analyse
eingeschlossen. Es wurden pro Zeitpunkt jeweils 4 Spharoide vermessen und der Mittelwert
dieser Messungen mit dem im Vorversuch bestimmten Durchmesser verglichen. Die
bestimmten Standardabweichungen waren in allen Gruppen sehr gering. Mit dem
Durchmesservergleich sollte festgestellt werden, ob die Spharoide beim Einfrieren in flissigem

Stickstoff schrumpfen.
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Tabelle 8: Durchmesser vitaler Spharoide mit 10.000 bzw. 50.000 Zellen an Tag 1, 3 und 6 in

pum, n=10.
Tag 1 Tag 3 Tag 6
10.000 50.000 10.000 50.000 10.000 50.000

NHDF-HDMEC

357 625 317 470 321 455
50%-50%
HOB-HDMEC

447 943 359 639 340 554
50%-50%
HOB-NHDF-HDMEC

406 737 346 662 321 607
50%-25%-25%

10.000 er-Sphéroide

In Gruppe | nahmen sowohl der Durchmesser der Kryoschnitte als auch der Durchmesser
lebender Sphéaroide im Laufe der Zeit ab.

Weiterhin war zu sehen, dass die Durchmesser im Kryoschnitt immer unter denen des
lebenden Spharoids lagen (Abb. 18 A), wobei der Unterschied nur an Tag 1 signifikant war (p
= 0,046).

Die Durchmesser der Kryoschnitte der Gruppe Il verhielten sich analog zu denen der Gruppe
I. Sie nahmen von Tag 1 bis Tag 6 ab. Dasselbe galt fir die Durchmesser aus dem Vorversuch
(Abb. 18 B). An keinem der Tage ergab sich eine statistische Signifikanz zwischen den
Kryoschnittdurchmessern und denen der Vorversuche.

In Gruppe lll war zu beobachten, dass die Durchmesser der Kryoschnitte an Tag 1 und 3
jeweils grofler waren als die des Vorversuchs. Lediglich an Tag 6 war der Vorversuchs-
Durchmesser grofer (Abb. 18 D). An Tag 3 war ein statistisch signifikanter Unterschied
zwischen den Durchmessern der Kryoschnitte und den im Vorversuch ermittelten

Durchmessern erkennbar (p=0,025).
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Abbildung 18: Grafische Darstellung des Vergleichs zwischen Kryoschnittdurchmesser und
Durchmesser vitaler Spharoide bei den 10.000er-Spharoiden. Weifer Balken: Kryoschnitt,
schwarzer Balken: im Vorversuch ermittelter Durchmesser A: Gruppe |, B: Gruppe Il und C:

Gruppe lll; n=4

50.000 er-Spharoide

Analog zu den 10.000er-Spharoiden zeigte sich bei den 50.000er-Spharoiden eine Abnahme
des Durchmessers sowohl bei den Kryoschnitten als auch bei den Durchmessern der
lebenden Spharoide mit zunehmendem Alter (Abb. 19).

In der Gruppe | zeigte sich kein Unterschied zwischen den Durchmessern der Kryoschnitte
und denen der lebenden Spharoide (Abb. 19 A)

In Gruppe Il waren die Durchmesser der vitalen Spharoide an Tag 1 signifikant grof3er als die
der Kryoschnitte (Abb. 19 B, p=0,007 fur Tag 1).

In Gruppe lll gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen den Durchmessern der
Kryoschnitte und der vitalen Spharoide (Abb. 19 C).
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Abbildung 19: Grafische Darstellung des Vergleichs zwischen Kryoschnittdurchmesser und
Durchmesser vitaler Spharoide bei den 50.000er-Spharoiden. WeiBer Balken: Kryoschnitt,
schwarzer Balken: im Vorversuch ermittelter Durchmesser A: Gruppe |, B: Gruppe Il und C:

Gruppe lll; n=4
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6.3.2 Flache

Die Flache der Schnitte wurde zum einen manuell anhand des mit dem Fluoreszenzmikroskop
aufgenommenen Bildes bestimmt. Dazu wurde handisch ein Messrahmen um den
Spharoidschnitt gezogen, wodurch die Flache bestimmt werden konnte. Zum anderen wurde
die Groe automatisch von der Axiovision-Software beim Auswerten bestimmt. Hierbei wurden
die Zellflachen der einzelnen Kanale semiautomatisch bestimmt und spater addiert. Der
Vergleich sollte zeigen, inwiefern und ob sich die manuell gemessene Zellflache von der durch

die Software gemessenen Zellflache unterscheidet.

10.000 er-Sphéroide

Es zeigten sich insgesamt Tendenzen mit einer Abnahme der gemessenen Flachen mit
zunehmendem Spharoidalter.

In Gruppe | wurden keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Zellflache, die von der
Axiovision-Software gemessen wurde und der manuell gemessenen Flache festgestellt. An
Tag 6 zeigte sich bei der Messung durch die Axiovision-Software eine hohe
Standardabweichung. Insgesamt sah man eine Abnahme der manuell gemessenen Zellflache
von Tag 1 bis Tag 6 (Abb. 20 A).

Auch in Gruppe |l zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden
gemessenen Flachen. Die Flachen nahmen wie in Gruppe | mit zunehmendem Spharoidalter
ab (Abb. 20 B).

In Gruppe Il wurde beobachtet, dass an allen Tagen der Axiovision-Wert Gber dem manuell
gemessenen Wert lag. An Tag 6 war ein signifikanter Unterschied zu erkennen (p=0,010).

Auch hier war eine Abnahme der Flachen Uber die Zeit zu sehen (Abb. 20 D).
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Abbildung 20: Vergleich zwischen der durch die Axiovision-Software (weif) und manuell
gemessene Grope (schwarz) der ausgewerteten Spharoidschnitte. A: Gruppe |, B: Gruppe |l

und C: Gruppe lll; n=4
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50.000 er-Spharoide

Bei den 50.000er-Spharoiden zeigten sich ahnliche Ergebnisse wie bei den 10.000er-
Spharoiden mit einer Abnahme der Flache mit zunehmendem Spharoidalter.

In Gruppe | lag die durch die Axiovision-Software bestimmte Flache an Tag 1 und an Tag 3
unter der manuell gemessenen Flache, wobei sich an Tag 3 ein signifikanter Unterschied
ergab (p=0,032) (Abb. 21 A).

In den Gruppen Il und Il zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den manuell
gemessenen Flachen und der durch die Axiovision-Software gemessenen Flache. Die Flachen
nahmen mit zunehmendem Spharoidalter ab, wobei sich bei einigen Messungen hohe

Standardabweichungen ergaben, beispielsweise an Tag 1 in Gruppe Il (Abb. 21 B und D).
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Abbildung 21: Grafische Darstellung des Unterschieds zwischen der durch die Axiovision-
Software und manuell gemessene GréBe. Weier Balken: von Axiovision gemessen,

schwarzer Balken: manuell gemessen. A: Gruppe |, B: Gruppe Il und C: Gruppe lll; n=4

6.4 Auswertung der prozentualen Zellflachenanteile

Fir die Auswertung wurden pro Versuch und GréRe vier Spharoide ausgewertet. Diese

wurden wie beschrieben mdglichst nahe an der Aquatorebene vermessen.

10.000 er-Sphéroide

Insgesamt blieben in allen drei Gruppen die Flachenanteile der untersuchten Zelltypen von
Tag 1 bis Tag 6 nahezu konstant. Es zeigten sich nur Tendenzen in der Zu- oder Abnahme
der Zellflachenanteile, die jedoch nicht signifikant waren.

Sowohl in der Gruppe | als auch in der Gruppe |l zeigte sich eine leichte Abnahme der
Zellflachenanteile bei den HDMEC (Gruppe 1 48,41 + 7,88% an Tag 6, Gruppe 11 48,38 + 4,29%
an Tag 6) (Abb. 22 A und B).

Die Zellflachenanteile der NHDF hingegen nahmen etwas zu (51,59 £ 7,88% an Tag 6). (Abb.
22 A), anlog der HOB-Zellflachenanteil in Gruppe Il (51,62 £ 4,29% an Tag 6) (Abb. 22 B). Die
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Veranderungen der Zellflachen von Tag 0 bis Tag 6 waren in beiden Gruppen nicht statistisch
signifikant.

Anders als in den Gruppen | und Il zeigte sich in Gruppe Ill bei den HDMEC eine leichte
Zunahme des Zellflachenanteils bis Tag 6 (28,99 + 6,06% an Tag 6). Die Zellflachenanteile
der HOB sowie der NHDF nahmen Uber die Zeit nur leicht ab (HOB 47,9 £ 13 % an Tag 6,
NHDF 23,52 + 6,94% an Tag 6) (Abb. 22 C). Die Veranderungen der HOB und HDMEC waren
statistisch nicht signifikant. Der NHDF-Zellflachenanteil nahm gegeniiber der berechneten und
an Tag 0 ausgesaten zellularen Zusammensetzung der Spharoide (Tag 0) auf Tag 1 signifikant
ab. Die Zunahmen von Tag 1 auf Tag 3 (p=0,038), sowie von Tag 1 auf Tag 6 (p=0,026) waren

ebenfalls signifikant.
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Abbildung 22: Grafische Darstellung der Zellflachenanteile im Spharoidschnitt der drei
Gruppen bei den 10.000er-Spharoiden, Tag 0 Ausgangsansatz A: Gruppe | HDMEC weil3e
Kreise, NHDF schwarze Dreiecke, B: Gruppe || HDMEC weille Kreise, HOB schwarze
Dreiecke, C: Gruppe Ill. HOB weilte Dreiecke, NHDF schwarze Kastchen, HDMEC weil3e
Kreise, Signifikanzbalken beziehen sich auf die NHDF; n=4

50.000 er-Spharoide

Die Zellsuspensionen der Ansatze hatten dieselbe prozentuale Zellverteilung wie die der
10.000er- Spharoide. Wie bei den 10.000er Spharoiden zeigten die Zellflachenanteile eine
gute Konstanz Uber die Zeit.

In Gruppe | blieb der Zellflachenanteil der HDMEC sowie der NHDF in etwa konstant (HDMEC
51,24 + 7,64%, NHDF 48,76 + 7,64% an Tag 6) (Abb. 23 A).

In Gruppe |l zeigten die HOB-Zellflachenanteile zunachst eine leichte Zunahme, lagen an Tag
6 jedoch nahezu am Ausgangswert (60,3 £ 3,56% an Tag 3, 49,79 * 2,5% an Tag 6). Die
HDMEC-Zellflachenanteile verhielten sich dazu gegenlaufig (39,7 + 3,56% an Tag 3, 50,21
2,59% an Tag 6) (Abb. 23 B). Die Anderungen der Zellflachenanteile waren bei beiden
Zelltypen nicht signifikant.

Die Zellflachenanteile der HOB sowie die NHDF in der Gruppe Il blieben nahezu unverandert

gegenlber der berechneten und an Tag 0 ausgesaten zellularen Zusammensetzung der
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Spharoide (Tag 0) (HOB 44,79 + 5,63% an Tag 6, NHDF 25,98 + 2,9% an Tag 6). Die HDMEC-
Zellflachenanteile nahmen wie bei den 10.000er Spharoiden leicht zu (29,24 + 2,73% an Tag
6) (Abb. 23 C).

Alle Veranderungen der drei Zelltypen in allen 3 Gruppen waren statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 23: Grafische Darstellung der Zellflachenanteile der vier Gruppen bei den
50.000er-Spharoiden, A: Gruppe | HDMEC weille Kreise, NHDF schwarze Dreiecke, B:
Gruppe || HDMEC weile Kreise , HOB schwarze Dreiecke, C: Gruppe Il HOB weil3e Dreiecke,
NHDF schwarze Kastchen, HDMEC weile Kreise; n=4

6.5 FACS-Analyse der dissoziierten Spharoide

Exemplarisch wurden zehn 50.000er-Spharoide bestehend aus 50% ungefarbten HDMEC und
50% CMFDA-gefarbten NHDF dissoziiert und analysiert. Die CMFDA-Farbung zeigte auch
hier eine hohe Farbeeffizienz von Uber 99% (Abb. 24 D).

Die ungefarbten HDMEC konnten ohne Probleme von den grin gefarbten NHDF
unterschieden werden (Abb. 24 A, B, C).

Es zeigte sich weder an Tag 1, 3 oder 6 ein signifikanter Unterschied zwischen der
Zusammensetzung des Ausgangsansatz und der zelluldren Zusammensetzung der
dissoziierten Spharoide (Abb. 25).

Aulerdem fiel auf, dass der prozentuale Anteil der NHDF konstant bis Tag 6 zunahm, der

prozentuale Anteil der HDMEC im Gegenzug dazu abnahm (Abb. 25).

Y



Ergebnisse

=3 =1
S S
g g 3 B
s 52,8 % = 57,6 %
<o <« 7]
w 1 47,3% M2 w 1 425% M2
=2 £33
31 ™M1 s ™1
T ==
et -y
23 &3
o o
100 10! 102 10° 104 100 10! 102 10% 104
FL1-H FL1-H
]
=53 o
O: N
81 ~§0.06% 99.94%
_— 56,4 %
<o 3
21 438% M2 ®
c§>° ] M1 § M2
Qo_f o
e
o
E - ) i 2 3 4
= 102 104 10 10 10 10 10
L FL1-H

Abbildung 24: Graphische Darstellung der FACS-Analyse von 50.000er-Spharoiden
NHDF (CMFDA-gefarbt) und 50 % HDMEC (ungefarbt), sowie
Farbeeffizienz; A: Tag 1, B: Tag 3, C: Tag 6, D: Farbeeffizienz der CMFDA-Farbung von

bestehend aus 50%

NHDFO; 10 Spharoide wurden dissoziiert
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Abbildung 25: Grafische Darstellung der prozentualen Zellanteile in der FACS-Analyse nach

Dissoziation von 50.000er-Spharoiden bestehend aus 50 % HDMEC (ungefarbt) weile Kreise
und 50 % NHDF schwarze Dreiecke (CMFDA-gefarbt), Dissoziation von je 10 Spharoiden der

Gruppe |; n=2
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7. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird eine neue Methode zur quantitativen Analyse der zellularen
Zusammensetzung von Co-Kultur-Spharoiden vorgestellt. Die Zellen wurden als Monokulturen
vor der Generierung der Spharoide lebendfluoreszenzgefarbt und die Spharoide mit Hilfe einer
semiautomatischen Messroutine quantitativ analysiert. Hierzu wurden Kryoschnitte der Co-
Kultur-Spharoide hergestellt und die Zellflachen der einzelnen Zelltypen semiautomatisch
quantifiziert. Weiterhin wurde auch die Anordnung der Zellen im Spharoid und
Reorganisationen der Zellen lber die Zeit untersucht.

Hergestellt wurden die Co-Kultur-Spharoide mit Hilfe der LOT, die eine zuverlassige und

reproduzierbare Methode zur Spharoidherstellung darstellt.

7.1 Lebendfluoreszenzfarbung

Allgemeines

In der vorliegenden Arbeit wurden die unterschiedlichen Zelltypen  mit
Lebendfluoreszenzfarbstoffen gefarbt. Diese einfach durchzufiGhrenden Farbungen
ermdglichten es uns, die einzelnen Zelltypen in Co-Kultur-Spharoiden voneinander zu
unterscheiden. Die HDMEC wurden mit dem 1:5 verdiinnten PKH 26-Farbstoff gefarbt. Der
PKH 26-Farbstoff zeichnet sich durch seine fir den Versuchsaufbau dieser Arbeit wichtigen
Eigenschaften aus. Zum einen wird die Vitalitdt vieler Zelltypen in niedrigen
Farbstoffkonzentrationen kaum verringert, zum anderen ist die Fluoreszenz Uber mehrere
Tage der Inkubation stabil. Weiterhin kam es wahrend der Analyse am Fluoreszenzmikroskop
zu keinem deutlichen Bleaching, d.h. die Fluoreszenz ist sehr stabil. Diese Eigenschaften der
PKH-Farbstoffe wurden auch schon in der Literatur beschrieben (Horan und Slezak 1989,
Spotl et al. 1995). Dies war fir die vorliegende Arbeit sehr wichtig, da die Spharoide Uber einen
Zeitraum von bis zu sechs Tagen inkubiert wurden und die Schnitte dann langere Zeit unter
dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet sowie vermessen wurden.

Ein weiterer Vorteil des PKH 26-Farbstoffes ist, dass er nicht oder nur kaum von einer auf die
andere Zelle Ubergeht (Horan und Slezak 1989), auch nicht bei langeren Inkubationszeiten.
So kdnnen ungefarbte bzw. mit anderen Farbstoffen gefarbte Zellen von PKH-gefarbten
Zellen gut unterschieden werden, was auch flir die vorliegende Arbeit von groRer Bedeutung
war.

Weiterhin kann man mit dem Farbstoff sowohl adharente Zellen als auch Zellen in Suspension
effektiv farben. Dies war wichtig fur uns, denn die Zellen sollten vor der Spharoidherstellung in

Adhéarenz gefarbt werden. Die Intensitdt des Fluoreszenzsignals hangt hierbei von der
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Inkubationszeit, den Inkubationsbedingungen und der verwendeten Konzentration ab. Die
Farbeeffizienz deckte sich mit der aus einer Arbeit von Ford et al, in der die Anzahl der
gefarbten Endothelzellen Uber 98 % lag (Ford et al. 1996).

Nach einigen Vorversuchen wurde eine im Vergleich zum Hersteller 1:5 verdinnte
Farbelésung verwendet, da die Fluoreszenz ansonsten im Spharoid sehr stark war. In
manchen Teilen des Spharoids waren Zusammenlagerungen des Farbstoffes zu sehen, die
an Kristalle erinnerten. Dies kénnte auch Prazipitaten des Farbstoffes entsprechen. Durch
diese Bereiche ergab sich ein inhomogenes Farbeergebnis, was wiederum die Messung der
Zellflachenanteile beeinflussen konnte. AulRerdem ist zu beachten, dass eine erhohte
Konzentration an Farbstoff zu Zytotoxizitat fihren kann (Teare et al. 1991).

Der Cell Brite-Farbstoff wurde in der Gruppe Il fir die Farbung der HOB verwendet. Ein vorher
von unserer Arbeitsgruppe verwendeter Farbstoff, Cell Tracker™ CMAC, wurde ausgetauscht,
weil die Farbung mit CMAC viele Farbeschritte beinhaltet. Daher erwies sie sich als wenig
praktikabel fUr die Versuche dieser Arbeit, weil hierbei die unterschiedlichen Zelltypen parallel
gefarbt werden mussten. Durch die Optimierung der Inkubationszeiten bei Verwendung des
Cell Brite-Farbstoffs konnten die Farbungen zeitgleich beendet werden und die
Spharoidherstellung konnte unmittelbar folgen. Der Cell Brite-Farbstoff ist ein so genannter
Carbocyanin-Farbstoff. Es existieren mehrere Arbeiten, die die guten Eigenschaften dieser
Carbocyanin-Farbstoffe darstellen (Honig und Hume 1986, Ferrari et al. 2000). So ist ihre
Fluoreszenz sehr stark, nimmt beim Betrachten im Fluoreszenzmikroskop nur wenig ab und
ist auch Uber mehrere Wochen stabil. Dies sind Eigenschaften, die aus den oben genannten
Grunden fur meine Arbeit sehr wichtig waren. Aul3erdem beeinflussen diese Farbstoffe den
Zellstoffwechsel nicht und sind auch nicht giftig (Honig und Hume 1986, Li et al. 2008).
Weiterhin zeigte sich in der vorliegenden Arbeit auch bei diesem Farbstoff eine hohe
Farbeeffizienz.

Die NHDF bzw. HOB (in Gruppe II) wurden mit dem Cell Tracker™-Farbstoff CMFDA gefarbt.
Der Farbstoff zeigte eine starke gleichmaRige Farbung mit hoher Farbeeffizienz. Durch seine
Reaktion mit der zytosolischen Esterase kann der Farbstoff die Zelle nicht mehr verlassen.
Aulerdem kénnen dadurch ausschlie3lich lebende Zellen gefarbt werden (Wartenberg und
Acker 1995, Chandrasekaran et al. 2011).

In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen vor Herstellung der Spharoide lebend-
fluoreszenzgefarbt, die Spharoide danach bis zu sechs Tage inkubiert und dann Kryoschnitte
angefertigt. Dadurch konnten an Spharoiden jeden Alters die einzelnen Zelltypen sehr gut
unterschieden werden.

Andere Arbeiten beschéaftigen sich mit der Farbung ganzer Spharoide. Ein Nachteil dieser
Methode ist, dass es mit der nachtraglichen Farbung der Spharoide nicht mdglich ist, die

verschiedenen Zelltypen in Co-Kultur-Spharoiden unterschiedlich anzufarben. Einen weiteren
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Nachteil stellt die Tatsache dar, dass der Farbstoff insbesondere bei Spharoiden mit groRem
Durchmesser mdglicherweise nicht bis in die tiefen Schichten des Sphéaroids eindringt.
Dadurch kann keine gleichmaflige Farbung gewahrleistet werden (Wartenberg und Acker
1995).

Vorteile der Lebendfluoreszenzfarbung

In der vorliegenden Arbeit entschieden wir uns flir die Lebendfluoreszenzfarbung, da sie einige
Vorteile bietet. Zum einen ist die Farbung vor Herstellung der Spharoide einfach durchfihrbar
und gleichzeitig weniger teuer als Immunfarbungen. Zum anderen kann man die
Lebendfluoreszenzfarbung in einem weiteren Rahmen einsetzen als die Immunfarbungen,
denn die Fluoreszenzfarbung bendtigt keine zellspezifischen Rezeptoren und kann daher auch
fur Co-Kulturen, bestehend aus Fibroblasten und nicht ausdifferenzierten Osteoblasten,
verwendet werden. Mittels immunhistochemischen Farbungen ist es nicht mdglich,
Osteoblasten von Fibroblasten zu unterscheiden (Metzger et al. 2013). Die Gene, die in
Fibroblasten exprimiert werden, werden auch in unreifen, nicht differenzierten Osteoblasten
exprimiert (Ducy et al. 2000). Auferdem kann durch die Farbung der Zellen mit
Lebendfluoreszenzfarbstoffen die Anordnung der unterschiedlichen Zelltypen, vor allem der

Osteoblasten und Fibroblasten im Spharoid sehr gut beurteilt werden (Dorst et al. 2014).

7.2 Mono-Kultur- und Co-Kultur-Spharoide

Mono-Kultur-Spharoide, die ausschliellich aus NHDF oder HOB bestehen, zeigen eine runde,
gut definierte Form. Reine HDMEC-Spharoide sind weniger klar definiert und scheinen
weniger fest angeordnet (Metzger et al. 2011, Metzger et al. 2013). In dieser Arbeit enthalten
alle untersuchten Spharoide HDMEC. Daher wirkt auch hier die Oberflache etwas locker.
Dennoch zeigen alle Spharoide dieser Arbeit sowohl im phasenkontrastmikroskopischen Bild
als auch im REM-Bild eine runde und kompakte Form.

Die Erforschung von Co-Kultur-Spharoiden ist gerade flr Fragestellungen im Tissue-
Engineering essenziell, weil sie die physiologischen Aufgaben und die Morphologie von
Gewebe in vivo simulieren. AuRerdem zeigen sich in Spharoiden héhere Zelliberlebensraten
sowie eine vermehrte Produktion von Proteinen der ECM (Zhuang et al. 2021). Sphéaroide
gewinnen zusehends an Bedeutung, wenn es darum geht, ein primitives Blutgefallnetzwerk
zu bilden oder den Anschluss an das Blutgefal3system des Patienten zu gewahrleisten.
(Metzger et al. 2011, Laschke und Menger 2017).

Auch in der hier vorliegenden Arbeit wurden daher Co-Kultur-Sphéroide bestehend aus HOB,

NHDF und HDMEC verwendet. Gewebe und Organe in vivo bestehen aus verschiedenen
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Zelltypen, welche systematisch und funktionell Gber parakrine Wege sowie direkte Zell-Zell-
Kontakte miteinander verbunden sind. Daher ist das Co-Kultur-Spharoid flr die Forschung von
sehr viel grolierer Bedeutung als das Mono-Kultur-Spharoid (Takezawa et al. 1992).

Weiterhin haben wir im Rahmen von Arbeiten unserer Arbeitsgruppe festgestellt, dass der
Erfolg der LOT stark abhangig ist vom Zelltyp. Zellen besitzen laut Takezawa et al. ein
unterschiedlich starkes Vermégen zu aggregieren. Ein weiteres Problem bei der Herstellung
der Co-Kultur-Spharoide sei, dass man die Grof3e der Spharoide nichtim Vorhinein bestimmen
kénne. Das Zusammenlagern der Zellen geschehe per Zufall. Daher entsprache die
Zusammensetzung des Spharoids oftmals nicht der Zusammensetzung der anfanglichen
Zellsuspension (Takezawa et al. 1992). Dies steht in klarem Gegensatz zu Ergebnissen
sowohl aus meiner Arbeit als auch aus Arbeiten unserer Arbeitsgruppe. Wir haben die LOT
als eine zuverlassige Methode etabliert, um Spharoide konstant gleicher Gro3e mit leicht
steuerbarer Zellzusammensetzung herzustellen. Dies zeigt sich auch in den sehr niedrigen

Standardabweichungen der Spharoidgrofen (Metzger et al. 2011, Metzger et al. 2021).

7.3 Vor- und Nachteile der Kryoschnitte

In dieser Arbeit wurden Kryoschnitte von Spharoiden hergestellt, um die Morphologie der
Zellen bewerten sowie die prozentuale zellulare Verteilung bestimmen zu kdnnen.
Kryoschnitte haben eine Reihe von Vorteilen, denn sie bieten eine einfache Methode, um feine
Details des Spharoidinneren zu analysieren. Auch wenn Kryoschnitte weniger stabil sind als
beispielsweise mit Paraffin eingebettete Schnitte, so sind sie doch tberlegen, was den Erhalt
der Antigenitat und die daraus folgende Detektierbarkeit der gefarbten Antigene im Mikroskop
betrifft (Fischer et al. 2008). Aulerdem wird das Austrocknen der Probe verhindert, indem die
Probe weder ausgewaschen noch dehydriert werden muss, wie dies bei Paraffinschnitten der
Fall ist.

Ein weiterer Vorteil ist, dass die Probe insgesamt wenig verandert wird, wodurch ein eher
natlrlicher Zustand der Probe abgebildet wird. Die Proben werden sehr schnell in flissigem
Stickstoff eingefroren. Dieses schnelle Einfrieren vermindert das Auftreten von Eiskristallen
und minimiert dadurch Schaden an der Probe (Fischer et al. 2008, Cohen et al. 2012).
Aulerdem wird in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt, dass das schnelle Einfrieren der
Spharoide keinen signifikanten Einfluss auf die Spharoidgréfe hat.

Ein Nachteil dieser Methode sowie anderer Schnittmethoden ist jedoch, dass sie invasiv sind
und die Spharoide dadurch komplett zerstort werden, da Serienschnitte angefertigt werden.
Dadurch stehen sie nicht mehr fiir weitere Untersuchungen, wie z.B. eine FACS™-Analyse,

zur Verfugung (Sharma et al. 2007). Ein weiterer Nachteil besteht im Zuge der vorliegenden
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Arbeit darin, dass die Schnittdicke mit dem zur Verfligung stehenden Kryostat schwer

einstellbar war, wodurch die teilweise hohen Standardabweichungen zu erklaren sein kénnten.

7.4 Morphologische Merkmale der Spharoide

Vergleich der Spharoid-Durchmesser

In der hier vorliegenden Arbeit war zu erkennen, dass der Spharoiddurchmesser tber die Zeit
abnahm. Dieses Ergebnis deckte sich auch mit weiteren Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
(Metzger et al. 2011, Metzger et al 2021). Ein Grund dafir kdnnte sein, dass die Zell-Zell-
Kontakte in alteren Spharoiden starker ausgebildet sind und die Zellen im Rahmen von
Organisationprozessen naher zusammenricken. Aullerdem konnte unsere Gruppe zeigen,
dass Zellen im Spharoid kleiner werden, je langer sie in 3D wachsen, was sich nach
Dissoziation in Einzelzellen zeigte (Grasser et.al. 2018).

Die Spharoide der hier vorliegenden Arbeit werden von Tag 1 bis Tag 6 kontinuierlich kleiner.
Folkman und Hochberg gehen in einer Arbeit davon aus, dass das Wachstum von Zellen unter
zweidimensionalen Kulturbedingungen im Prinzip unbegrenzt ist, wenn die Zellen genlgend
Medium sowie ausreichend Platz zur Verfligung haben. Zellen, die in spharoidischen Gebilden
gezichtet werden, wachsen nicht Uber einen gewissen Durchmesser oder eine gewisse
Zellzahl hinaus. Daher kommen sie zu dem Schluss, dass Zellwachstum in dreidimensionalen
Gebilden selbstregulierend ist (Folkman und Hochberg 1973). Es muss jedoch erwahnt
werden, dass auch das Wachstum in der 2D-Zellkultur limitiert ist. Die Zellen kbnnen nur eine
begrenzte Anzahl von Zellzyklen durchlaufen, dieses Phanomen wird auch Hayflick-Grenze
genannt (Shay und Wright 2000). Weiterhin nimmt die Proliferationsrate der Zellen, gemessen
an dem Proliferationsmarker Ki67 von Tag 1 auf Tag 3 deutlich ab und kann an Tag 6 nicht
mehr gemessen werden (Metzger et al. 2021).

Bourrat-Floeck et al. beschreiben in ihrer Arbeit, dass der Wachstumsstopp der Spharoide
durch Anhaufung wachstumshemmender Stoffe, zusammen mit standigem Zellverlust,
zustande kommt (Bourrat-Floeck et al. 1991).

Ein Grund fur das Schrumpfen der Spharoide Uber die Zeit kdnnte auch sein, dass sich die
Zellen im Spharoid organisieren und kompakter zusammenliegen. Sharma et al. stellt in einer
Arbeit dar, dass die Sphéaroide inkubiert bis Tag 6 immer weniger lichtdurchlassig werden. Man
sieht von Tag 1 zu Tag 6 eine Zunahme eines dunklen Zentrums. Das fuhrt Sharma auf eine
Zunahme der Dicke sowie auf verstarkte Bindungen der Zellen untereinander im
Sphéaroidzentrum zurtick (Sharma et al. 2007). Es wird auf eine Arbeit von Robinson et al.
verwiesen, in der die Rolle von Cadherinen und Integrinen im Spharoid untersucht wurde.

Integrine waren zusammen mit Fibronektin hauptsachlich fur die Bindung der Zellen im

63



Diskussion

Spharoid verantwortlich (Robinson et al. 2003). Aber auch Uber Cadherine finden homophile
Zell-Zell-Kontakte im Spharoid statt (Foty und Steinberg 2004).

Auch in einer Arbeit von Takezawa et al. wird gezeigt, dass Spharoide Uber die Zeit an
Durchmesser verlieren. Hier ist beschrieben, dass sich die Zellen organisieren. Aullerdem
verschwinden im Laufe der Zeit die Zellzwischenraume im Inneren des Sphéaroids. (Takezawa
et al. 1993).

Die Vermessung der Kryoschnitte zeigt, dass diese durch die Kryokonservierung tendenziell
nicht schrumpfen. In einer Mehrzahl der Falle waren die Kryoschnitte minimal kleiner als die
Durchmesser der lebenden Spharoide. In manchen Fallen waren sie jedoch auch leicht gréRer
als die lebenden Spharoide.

Eine leichte Schrumpfung der Spharoide bei Fixierung und Schneiden wird auch in anderen
Arbeiten beschrieben (Dorie et al. 1982, Sutherland et al. 1986).

Auch Paraffinschnitte schrumpfen um 10 - 25%, wahrend Kryoschnitte weder schrumpfen
noch anschwellen (Bourrat-Floeck et al. 1991). Den umgekehrten Effekt hat Hitze. Durch
Erhéhung der Temperatur auf 43°C - 45°C konnte gezeigt werden, dass die Spharoide
zwischen 10 - 50% an Grole zunahmen (Yi et al. 1987).

Die Temperatur und Fixierungsart hat in vielen Arbeiten scheinbar Einfluss auf die Groflie der
Spharoide bzw. Spharoidschnitte. In der vorliegenden Arbeit beeinflusste die
Kryokonservierung diese kaum; dies deckt sich mit den Aussagen von Bourrat-Floeck et al.
(Bourrat-Floeck et al. 1991).

Zellverteilung

In dieser Arbeit wurden zum Teil abweichende, aber auch Ubereinstimmende Ergebnisse im
Vergleich zu anderen Arbeiten festgestellt.

Vergleicht man die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit mit einer Arbeit von Wenger et al.
(Wenger et al. 2005), so I4sst sich feststellen, dass es hier sowohl Ahnlichkeiten als auch
entscheidende Unterschiede gibt. Wenger et al. beschreiben in einer ihrer Arbeiten die
raumliche Verteilung von HUVEC im Co-Kultur-Sphéaroid. Hierzu stellen sie Spharoide
bestehend aus 500 Zellen her. Die Verteilung der zwei verwendeten Zelltypen ist 50% - 50%
und die HUVEC werden mit PKH 26 gefarbt. An Tag 1 verteilen sich die HUVEC uniform im
Spharoid, welches der Verteilung der Endothelzellen in meiner Arbeit ahnelt. Mit
zunehmendem Alter verlagern sich die HUVEC in das Spharoidzentrum, wohingegen sich die
Endothelzellen in meiner Arbeit auch am Rand des Spharoids verdichten. Wenger et al.
beschreiben, dass die NHDF nur in der Peripherie lokalisiert sind, wohingegen die NHDF in
der vorliegenden Arbeit an Tag 1 sowohl am Rand dicht gepackt liegen als auch in der Mitte

des Spharoids. Die Verteilung andert sich bis Tag 6 wenig, die Zellen lagern sich nur in
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Gruppen zusammen. Eine mdgliche Erklarung fur die unterschiedlichen Beobachtungen
konnten die Verwendung unterschiedlicher Endothelzelltypen sein oder auch die
unterschiedlichen Spharoidgréfien.

In zwei weitere Arbeiten (Stahl et al. 2004, Wenger et al. 2004) wurden Co-Kultur-Spharoide
untersucht, die in ihrer Zusammensetzung denen aus Gruppe |l dieser Arbeit ahnelten. Die
Endothelzellen verteilten sich an Tag 1 zunachst tber das ganze Spharoid und verlagern sich
mit zunehmendem Alter fast ausschlieRlich an den Rand des Spharoids. Anfanglich ist dies
Ubereinstimmend mit meinen Ergebnissen, jedoch gibt es auch Unterschiede. Bei den
10.000er-Spharoiden sah man eine solche Verteilung nicht, bei den 50.000er-Spharoiden
hingegen sah man mit zunehmendem Spharoidalter einen endothelzellfreien Kern. Bei
Wenger et al. lagen die Osteoblasten gleichmaRig Uber das ganze Spharoid verteilt. Diese
Verteilung anderte sich nicht Uber die Zeit. In meiner Arbeit verteilten sich die Osteoblasten
ebenfalls vor allem an Tag 1 homogen Uber das ganze Spharoid, lagerten sich jedoch bis Tag
6 insgesamt mehr zusammen, wodurch HOB-freie Areale entstanden.

Die Unterschiede in den Ergebnissen lassen sich eventuell dadurch erklaren, dass in den
zitierten Arbeiten kleinere Spharoide mit nur 500 Zellen verwendet wurden. Interessanterweise
ahneln die Ergebnisse denen der 50.000er-Spharoide meiner Arbeit (Stahl et al. 2004, Wenger
et al. 2004).

Ein weiterer Grund fir den Unterschied in den Ergebnissen kdnnte sein, dass die beiden
Arbeiten HUVEC verwenden und die Zellen der hier vorliegenden Arbeit HDMEC sind. HUVEC
sind makrovaskulare Zellen, denn sie stammen von der groRen Umbilikalvene, wohingegen
die HDMEC mikrovaskulare Zellen darstellen, isoliert aus der Vorhaut. Diese beiden
Endothelzelltypen unterscheiden sich in ihrem Wachstumsverhalten in vitro, ihren
immunologischen Phanotypen, sowie ihrer Regulation von Zelladhasionsmolekilen (Gille et
al. 1996, Jayasinghe et al. 2008).

In einer Arbeit von Saleh et al. (Saleh et al. 2011) wurden Co-Kultur-Spharoide bestehend aus
HUVEC und MSC untersucht. Diese Spharoide bestanden aus 30.000 Zellen. Die HUVECs
wurden mittels Cell Tracker™ Red und die MSC mittels Cell Tracker™ Green gefarbt. Auch in
diesen Spharoiden wurde eine charakteristische Verteilung beobachtet. Die Zellen am Rand
zeigten eine flache ausgestreckte Form, wohingegen die Zellen im Inneren des Spharoids eher
rundlich aussahen. Zunéachst verteilten sich die HUVEC homogen Uiber das gesamte Spharoid
und bildeten mit zunehmendem Spharoidalter kompakte Zonen, die einem Netzwerk dhnelten.
Korff et al. (Korff et al. 2001) untersuchten Spharoide bestehend aus 1.125 HUVEC und 1.125
SMC. Die Verteilung der Zellen wurde an Tag 2 und Tag 4 betrachtet. An Tag 2 sah man eine
Verteilung von SMC im Kern des Spharoids, sowie eine Randschicht von Endothelzellen.
Diese Verteilung anderte sich kaum bis Tag 4, nur die Randschicht der Endothelzellen wurde

flach und einzellschichtig. Diese in den beiden Arbeiten beschriebene Zellmorphologie ist auch
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in den Sphéaroiden der vorliegenden Arbeit zu beobachten. Die randstandigen Zellen haben
eine flache und langliche Gestalt, die in der Mitte des Spharoids sind eher rund.

Korff et al. beschreiben weiterhin, dass sich die HUVEC am Rand des Spharoids anordnen.
Durch CD 31-Farbung von 10 pm dicken Schnitten konnte die Zellverteilung an drei
unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag 1, 3 und 7) betrachtet werden. Hier sah man, dass die
HUVEC an Tag 1 am Rand, sowie inselartig verteilt im Spharoid lagen. Bis zu Tag 7
organisierten sich die HUVEC und es bildeten sich primitive endotheliale Netzwerke.
Aulerdem wurden die Spharoide mit der Zeit kompakter, wodurch der Durchmesser abnahm.
Ein Grund fir die Anordnung der Zellen kénnte laut Korff et al. sein, dass sich die Zellen bei
der Bildung des Spharoids so organisieren, um einen energetisch mdglichst giinstigen Zustand
zu erreichen. Manche Zellen haben eine hohe Affinitat zu anderen Zellen beispielsweise Uber
Cadherine und bilden deshalb den inneren Kern des Sphéaroids, andere exprimieren mehr
Integrine und bilden die aufReren Bereiche des Spharoids, da Integrine fur die Wechselwirkung
mit der ECM verantwortlich sind. Dieses Phanomen bei der Bildung von Spharoiden wird durch
die DAH beschrieben (Foty et Steinberg 2013).

Nekrotisches Zentrum der Sphéaroide

In der hier vorliegenden Arbeit war ausschliel3lich bei den 50.000er-Spharoiden der Gruppe IlI
ein rundes zellfreies Areal in der Mitte mancher Spharoide zu sehen. Dieses ,Loch® war nur
bei einigen wenigen Spharoiden dieser Gré3e zu beobachten. Ein nekrotisches Zentrum, wie
es gelegentlich in anderen Arbeiten beschrieben wird, findet sich bei den von mir untersuchten
Spharoiden nicht. Zellfreie Areale kommen im gesamten Spharoid vor und nehmen tendenziell
von Tag 1 bis Tag 6 zu.

Spharoide, insbesondere wenn sie aus sehr stoffwechselaktiven und proliferativen
Tumorzellen hergestellt wurden, besitzen oft einen nekrotischen oder zellfreien Kern (Franko
und Sutherland 1979, Ma et al. 2012).

So beschreiben Freyer und Sutherland, dass Spharoide aus einer dufderen Schicht von
proliferierenden Zellen und aus einem inneren Kern mit nicht-proliferierenden Zellen bestehen.
Das kénnte darauf beruhen, dass in den Spharoiden ein Konzentrationsgradient von Glucose
und Sauerstoff sowie anderen Metaboliten herrscht. Dadurch sind die Zellen im Inneren des
Spharoids dem Fehlen von Glucose und anderer Metabolite sowie der Anhaufung von
Stoffwechselendprodukten ausgesetzt (Freyer und Sutherland 1980, Ma et al. 2012). Auch in
anderen Arbeiten wird beschrieben, dass die Spharoide im Inneren Zellen aufweisen, die nicht
aktiv im Zellzyklus sind und ab einem Durchmesser von ca. 400 um bzw. 300 uym einen
nekrotischen Kern entwickeln. Es bestehen drei Wachstumszonen im Spharoid mit einer

auleren schnell proliferierenden Zone, einer mittleren Zone mit wesentlich langsamer
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proliferierenden Zellen sowie einem nekrotischen Spharoidzentrum (Durand und Sutherland
1973, Franko und Sutherland 1979, Ma et al. 2012).

Die Spharoide der hier vorliegenden Arbeit bestehen nicht aus Tumorzellen, sondern aus
primaren humanen Zellen. Dennoch ist bei einigen groReren Spharoiden ein zellfreies
Spharoidzentrum zu sehen. Diejenigen Spharoide, die ein zellfreies Areal in ihrer Mitte
besitzen, haben eine Grofie von 530 um bis 770 um. Damit liegen sie groflenmanig in einem
Bereich, in dem die Tumorspharoide ihren nekrotischen Kern ausbilden. Eine Erklarung kénnte
sein, dass die Zellen durch fehlende Nahrstoffe und Sauerstoff nekrotisch werden, der
Zellverband dadurch aufgelockert wird und die Zellen im Rahmen des Schneidens verloren

gehen.

7.5 Vor- und Nachteile der Axiovision-Software-Auswertung

Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der gefarbten Kryoschnitte von Spharoiden sowie die
nachfolgende Auswertung erfolgte mit Hilfe der Axiovision-Software. Die Auswertung erfolgte
semiautomatisiert, d.h. es mussten wahrend der Messung der Zellflachenanteile manuell
Messrahmen um die Spharoidschnitte gezogen werden. Das aufgenommene Bild wurde aber
manuell nicht bearbeitet.

Diese Methode bietet eine Reihe von Vorteilen. So ist die semiautomatisierte Quantifizierung
von Zellflachenanteilen im Co-Kultur-Spharoid moglich. Die Unterschiede zwischen
gemessenem Zellflachenanteil und dem initialen stdéchiometrischen Verhaltnis der
Zellsuspension waren sehr gering. Dies deutet darauf hin, dass die Zellzusammensetzung bis
zum sechsten Tag stabil zu sein scheint.

Die semiautomatisierte Zellflachenanteilbestimmung stellt aullerdem eine objektive Methode
dar, die gleichzeitig wenig arbeitsintensiv und einfach durchfihrbar ist.

Ein Nachteil der Methode ist jedoch, dass manche Ergebnisse hohe Standardabweichungen
zeigen. Dies konnte eventuell an der teilweise inhomogenen PKH 26-Farbung liegen. Daher
waren weitere Versuche mit unterschiedlichen Zellzusammensetzungen sowie
unterschiedlichen Farbzuordnungen sinnvoll. So kdnnte festgestellt werden, ob bestimmte
Zellen mit bestimmten Farbstoffen ein besseres Farbeergebnis liefern. Weiterhin kénnten die
hohen Standardabweichungen mit inhomogenen Schnittdicken der Kryoschnitte erklarbar
sein.

Auch in anderen Arbeiten werden Programme zur Auswertung benutzt und die Vorteile einer
solchen Analyse beschrieben. Zum einen koénnen Bilder ohne manuelle Beeinflussung
analysiert werden. Zum anderen stellt diese Methode der Bildauswertung eine konstante,
objektive und wenig arbeitsintensive Methode dar (Kaiser und Bruinink 2004, Burguera et al.
2010).
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7.6 Dissoziation und FACS™-Analyse

Die Dissoziation der Spharoide und anschlieBende Zellzahlbestimmung im FACS™ stellt eine
Alternativmethode dar, um die Zellanteile im Spharoid zu bestimmen. Gleichzeitig dient sie der
Uberprifung der in dieser Arbeit etablierten Methode zur Zellflachenanalyse.

Dazu wurden exemplarisch zehn Spharoide mit 50.000 Zellen bestehend aus 50% NHDF und
50% HDMEC hergestellt und dissoziiert. Je alter die Spharoide waren, desto strengere
Dissoziationsbedingungen mussten gewahlt werden, d.h. Spharoide an Tag 1 konnten nur mit
Accutase dissoziiert werden, wohingegen bei Spharoiden nach drei oder sechs Tagen
zusatzlich Kollagenase verwendet werden musste, um eine vollstandige Dissoziation in
Einzelzellen zu erzielen.

In einer Arbeit von lvascu und Kubbies reichte allein Accutase, um 10.000er-Spharoide
bestehend aus Brustkrebs-Zelllinien zu dissoziieren (lvascu und Kubbies 2006). In der
vorliegenden Arbeit fuhrte Accutase allein bei den 50.000er-Spharoiden nicht zu einer
vollstandigen Dissoziation.

Die erschwerten Dissoziationsbedingungen Uber die Zeit kdnnten dadurch erklart werden,
dass die ECM innerhalb des Spharoids sowie die Zell-Zell-Kontakte zunehmen (Sharma et al.
2007).

In der FACS™-Analyse war zu erkennen, dass die Anzahl der HDMEC immer unter der der
NHDF lag und im Laufe der Zeit abnahm, wahrend die Anzahl der NHDF stetig zunahm. Im
Vergleich dazu zeigten sich bei der Auswertung der Spharoidschnitte keine signifikante Zu-
oder Abnahme der Zellflachenanteile. Frihere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe zeigen in
2D-Kultur eine starkere Proliferation von NHDF als von HDMEC (Oberringer et al. 2008).

Ein Erklarungsversuch fur die unterschiedlichen Ergebnisse beider Methoden kdnnte sein,
dass durch stringentere Dissoziationsmethoden die Vitalitdt der Zellen abnehmen und die
Apoptoserate zunehmen koénnte (Fischer et al. 2018). Hierzu sind weitere Versuche
notwendig, um den Einfluss der Dissoziation auf die Zellvitalitdt zu eruieren.

Vergleicht man die beiden Methoden FACS™ und die Auswertung der Zellflichen mittels
Axiovision, lassen sich Vor- sowie Nachteile beider Methoden feststellen. Die Axiovision-
Methode erlaubt nicht nur die Auswertung der Zellflachen anhand von Kryoschnitten. Weiterhin
kann man hier die zellularen Organisationsprozesse innerhalb des Spharoids analysieren und
sichtbar machen.

Von Nachteil ist jedoch, dass die Qualitat der Kryoschnitte essenziell fir die quantitative
Analyse ist. AuRerdem ist die Methode im Vergleich zur FACS™-Analyse zeitintensiver, da
man viele Schnitte bendtigt, um statistisch Gberprifbare Ergebnisse zu generieren.

Die FACS™-Analyse liefert schnelle Ergebnisse, jedoch ist hier keine Aussage zu den

Organisationsprozessen im Spharoid sowie zur Zellverteilung moglich. Weiterhin ist die
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Voraussetzung fir eine erfolgreiche FACS™-Analyse die optimale Dissoziation der Sphéaroide
in einzelne Zellen. Dazu missen die Dissoziationsbedingungen je nach Spharoidgrofie,
Spharoidalter und zellularer Zusammensetzung der Spharoide in Vorversuchen bestimmt
werden. Hierbei ist jedoch auch zu bedenken, dass verstarkte Dissoziationsbedingungen die
Vitabilitat der Zellen stark beeinflussen kénnen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Wahl der Methode davon abhangt, was in
einem Experiment genau festgestellt werden soll. Je nach Fragestellung kann es auch sinnvoll

sein, beide Methoden anzuwenden, um so synergetische Effekte nutzen zu kénnen.

7.7 Fazit und Perspektiven

Insgesamt stellt die Untersuchung von Kryoschnitten eine gute Methode dar, um die zellularen
Vorgange im Spharoid zu erforschen. Mit Hilfe der semiautomatisierten Messroutine ist eine
objektive und schnelle Methode entwickelt worden, um Zellflachenanteile im Sphéaroid zu
bestimmen.

Bei Betrachtung der anhand der Kryoschnitte bestimmten Zellflachenanteile fallt jedoch auf,
dass die Standardabweichungen haufig recht grof3 ausfallen.

Dies kdnnte mehrere Ursachen haben. Zum einen ware es sinnvoll, weitere Zell-Farbstoff-
Kombinationen zu testen. Vor allem bei den HDMEC liegt der Verdacht nahe, dass die Wahl
des Farbstoffs der Fluoreszenzfarbung den gemessenen Zellflachenanteil beeinflussen
konnte. So hat sich bei Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe gezeigt, dass die
Zellflachenanteile von HDMEC, welche mit CMFDA gefarbt wurden, geringer waren als mit
PKH 26 gefarbte HDMEC. Diese Unterschiede gilt es in weiteren Arbeiten naher zu
untersuchen.

Die Herstellung von Kryoschnitten stellt zwar eine kostenguinstige und schnelle Methode dar,
um Schnitte von Spharoiden herzustellen. Die groRen Standardabweichungen kénnten auch
dadurch begriindet werden, dass es mit dem zur Verfigung stehenden Kryostat nicht immer
moglich war, die Schnitte so diinn wie nétig anzufertigen. Durch Wartung und Austausch des
Mehrfachmessers gegen Einmalmesser kdnnte dieses Problem eventuell beseitigt werden.
Weiterhin ware anhand von Paraffinschnitten eventuell eine noch bessere Qualitat der Schnitte
erreichbar. Auch hier waren weitere Versuche notwendig. Zu bedenken ist allerdings auch,
dass die Herstellung von Paraffinschnitten eine etwas aufwendigere und teurere Methode
darstellt, welche auch die Qualitat der Fluoreszenzfarbungen beeinflussen kdnnte.

Als eine sehr gute zweite Methode stellte sich die FACS™-Analyse dar. Die FACS™-Analyse
liefert schnelle Ergebnisse, lasst jedoch keine Rickschllisse auf Organisationsprozesse der
Zellen im Sphéaroid zu. Auch hier kdnnten noch weitere Co-Kultur-Spharoide und weitere

Spharoidgréfien betrachtet werden.
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Vergleichend lasst sich zusammenfassen, dass sich fir die Beurteilung der Zellmorphologie
und Zellverteilung im Spharoid die Axiovision-Methode sehr gut eignet, flr die reine
Quantifizierung von Zellflachenanteilen stellt die FACS™-Analyse eine gut geeignete Methode
dar. Je nach Fragestellung wirkt die synergistische Anwendung beider Methoden sinnvoll.

In Zukunft waren noch weitere Zellkombinationen im Spharoid mit anderen Zelltypen wie zum
Beispiel SMC oder Perizyten von Interesse, um mehr Uber die Verteilung dieser Zellen im
Spharoid zu erfahren.

Spharoide kénnen eine wichtige Bedeutung in weiteren Forschungsgebieten einnehmen. So
kénnen sie beispielsweise zur Bestimmung der Interaktion von Spharoiden mit
entsprechenden Geriststrukturen (Scaffolds) im Rahmen des Tissue Engineering eingesetzt
werden. Insbesondere im Tissue Engineering spielt das Verstehen der Angiogenese eine
wichtige Rolle. Auch hier kdnnen Spharoide als Kristallisationspunkte fir Angiogenese
eingesetzt werden. AulRerdem konnte die Etablierung eines Sprouting-Assays zur genaueren
Erforschung der Angiogenese von groflem Interesse sein. Weiterhin wirkt auch die
Erforschung der Spharoide im Tiermodell vielversprechend. Durch das Verstehen der
zelluldren Vorgange im Sphéaroid sowie durch weitreichendere Erkenntnisse im Bereich der

Angiogenese konnten Spharoide in Zukunft eine Rolle bei der Verwendung in vivo spielen.
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