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Multifokale 2-Photonen-Laser-Scanning-Mikroskopie

Visualisierung zellularer Makro-
strukturen fur das Tissue Engineering
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EXPERIMENTELLE BIOPHYSIK UND ANGEWANDTE NANOWISSENSCHAFTEN,

UNIVERSITAT BIELEFELD

Die hohe Morbiditat an degenerativen, entziindlichen und traumatischen
Bindegewebserkrankungen bei gleichzeitig nur eingeschrankten thera-
peutischen Méglichkeiten lassen einen enormen Bedarf fiir neue Ansatze
zur Charakterisierung und Regeneration von Knorpel- und Knochen-
geweben (Tissue Engineering) erkennen.

B Eine erfolgreiche Behandlung von Ver-
letzungen des menschlichen hyalinen Knie-
knorpels ist die membrangestiitzte Implan-
tation autologer Chondrozyten!'l. Autologe,
in vitro expandierte Knorpelzellen werden
dazu in eine dreidimensionale Stiitz- und Bin-
dematrix aus bioresorbierbaren Materialien
wie Kollagen I/I1I-Membranen eingebettet
und unter geeigneten Kulturbedingungen zur
gewebespezifischen Ausdifferenzierung und
Reifung des Gewebes gebracht und anschlie-
Bend dem Patienten reimplantiert. Fiir eine
erfolgreiche Therapie ist es von Vorteil, wenn
die entscheidenden Eigenschaften der Knor-

pelzellen wie Proliferationsfahigkeit und
Fahigkeit zur Bildung hyalinen Gelenkknor-
pels (funktionelle Differenzierung) kontrol-
liert und an die individuellen Bediirfnisse
des Patienten angepasst werden konnten,
d. h. die spezielle Charakterisierung eines
Knorpeltransplantates sollte schon wah-
rend der Kultivierung moglich sein. Die 2-
Photonen-Laser-Scanning-Mikroskopie
(2PLSM)[% 31 ist beim heutigen Stand der
Technik die einzige Technologie, die eine
beriihrungslose und markierungsfreie Unter-
suchung ausgedehnter Zellverbande mit
hoher dreidimensionaler Auflosung (etwa

100 pm

filter).

A Abb. 1: A, I/1ll-Kollagen-Fleecemembran: 2-Photonenanregung (810 nm, 64 Foki a 4.4 mW,
1 s Belichtungszeit) der nativen Fluoreszenz, Filter: HQ575/50, Maximalintensitatsprojektion
von 240 optischen Schichten a 1 um. B, Digitale Rekonstruktion eines Chondrozyten auf einer
Kollagenfaser basierend auf 2-Photonen induzierter (820 nm, Einzelfokus, PMT-Detektion) nati-
ver Fluoreszenz (HQ 525/50 und HQ 575/50 Emissionsfilter) und SHG (HQ 410/20 Emissions-
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300 nm lateral und 1000 nm axial) ermog-
licht. Der entscheidende Vorteil fiir die Un-
tersuchung ausgedehnter Zellverbande ist
die Fluoreszenzanregung mit Wellenlangen
im nahinfraroten (NIR) Bereich von 700-
1100 nm (entsprechend einem Wellenldn-
genbereich von 350-550 nm bei 1-Photo-
nenanregung). Dies gewdhrleistet sowohl
geringe Streuung und Absorption als auch
niedrige Phototoxizitit im Gewebel*], sodass
tief liegende Probenebenen schidigungsfrei
abgebildet werden konnen. Der optische
Zugang zu stark streuenden biologischen Pro-
ben durch die 2PLSM hat tiber den Einsatz
von Tissue-Engineering-Produkten hinaus,
ein groBes Potenzial auf vielen weiteren
Gebieten der Biotechnologie und Medizin.

Multifokale 2-Photonen-Laser-Scan-
ning-Mikroskopie (2PLSM)

2PLSM bietet durch die Verwendung von NIR-
Anregungswellenldangen die Moglichkeit der
Untersuchung tief in streuendem Gewebe,
welche beispielsweise bei der konfokalen
Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) auf-
grund der Verwendung von ultravioletter oder
sichtbarer Strahlung und sowie durch die not-
wendige Lochblende nicht gegeben sind. Der
Wegfall der konfokalen Lochblende und damit
der Detektion auch stark in der Probe gestreu-
ter Fluoreszenz wird durch die intrinsische
dreidimensionale Lokalisation der 2-Photo-
nen Fluoreszenzanregung ermoglicht, die
gleichzeitig auch mogliche Probenschadi-
gungen stark reduziert. Um die Bildaufnah-
mezeit der 2PLSM, welche im Einzelstrahl-
modus im Bereich der CLSM liegt, erheblich
zu verringern, werden bei der multifokalen
2PLSM mehrere Foki parallel verwendet!®].
Das hier eingesetzte TriMScope (LaVision Bio-
Tec) basiert auf einem Strahlteiler, der den
ankommenden Laserstrahl in wahlweise
1,2,4,...,64 Teilstrahlen gleicher Intensitét auf-
spaltet, die dann simultan in der Objektebe-
ne gerastert werden. Dadurch kann die auf
die einzelnen Fokusregionen eingestrahlte
Energie so gewahlt werden, dass die Photo-
schadigung des biologischen Materials mini-
mal ist, wihrend gleichzeitig die (bis zu)
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A Abb. 2: A, Voxeldarstellung der schwammartigen Kollagen-Membran basierend auf 2-Photo-
nen induzierter (820 nm, Einzelfokus, PMT-Detektion) nativer Fluoreszenz, kein Emissionsfilter,
Datensatz beinhaltet Bilder bis in eine Tiefe von 90 um innerhalb der Probe. B, Emissionsspek-
tren von I/I1l Kollagenfasern aus den schwammartigen Membranen erhalten durch 2-Photonen-
anregung (785 nm, 32 Foki a 5.5 mW, 650 ms Belichtungszeit), aufgenommen mit einem Pris-
ma-basierten Eigenbauspektrometer. Die Spektren wurden aus Bereichen in Abbildung 2C auf-
genommen, die deutlich als Kollagenfaser bzw. Chondrozyt zu identifizieren sind. Links: relative
Intensitat, rechts: normierte Intensitat. C, Spektral entmischter Datensatz der dreidimensional
aufgeldsten nativen Fluoreszenzspektren (lineare Abhédngigkeit der Spektren in Abbildung 2B,

2-Photonenanregung mit 32 Foki a 5.5 mW, 785 nm, 650 ms Belichtungszeit, Bereich A zeigt
einen Chondrozyten, Bereich B zeigt eine Kollagenfaser.

64fache Fluoreszenzintensitét generiert wird.
Durch die so verbesserte Photonenstatistik
eroffnet die multifokale 2-Photonen-Mikro-
skopie beispielsweise die Moglichkeit, drei-
dimensional aufgeloste Emissionsspektren
nativer Fluoreszenzen (Abb. 2B) oder dyna-
mische Vorgange in Zellen auch tiber lange-
re Zeitabschnitte zu beobachten.

Visualisierung extrazelluldrer Struk-
turen: Chondrozyten auf Fleece-Kolla-
genmembranen

Um Gewebe in vitro herzustellen, miissen die
jeweiligen Zellen auf einer natiirlichen oder
artifiziellen extrazelluldaren Matrix (Scaffold)

angesiedelt werden. Dazu werden beispiels-
weise I/1lI-Kollagen-Fleecemembranen, die
mit autologen Chondrozyten besiedelt wor-
den sind (Abb. 1), verwendet. Abbildung 1A
zeigt deutlich die faserige Struktur der Kol-
lagenmatrix. Bis zu 80 um dicke, locker asso-
ziierte Kollagenfasern bilden die obere
Schicht (ca. 200 um) dieser Kollagenmem-
bran. Die Chondrozyten adhdrieren an die-
sen Fasern und ein tieferes Einwandern in
die Membran wird durch ein dichtes Netz-
werk von diinnen regelmaBig angeordneten
Fasern unterhalb dieser Schicht verhindert.
Um native Langzeitstudien an den Chondro-
zyten durchfiihren zu konnen, ist es erfor-

derlich sie auf den Kollagenfasern zu detek-
tieren ohne dass sie angefarbt werden miis-
sen. Zur optischen Differenzierung zwischen
Chondrozyten und Kollagen bietet sich die
Second-Harmonic-Generation (SHG) Mikro-
skopie als gute Kontrasttechnik an. SHG
basiert auf einer Frequenzverdoppelung des
eingestrahlten Lichts und ist spezifisch fiir
nicht-centrosymmetrische Molekiilstruktu-
ren wie Kollagen!® 7). Durch Kolokalisation
der nativen Fluoreszenzemissions- und SHG-
Signale des Kollagens konnen mithilfe von
Emissionsfiltern die Chondrozyten von der
Kollagenmatrix spektral getrennt werden
(Abb. 1B).

Chondrozyten auf schwammartigen
Kollagenmembranen

Die Viabilitait von Chondrozyten auf
schwammartigen Kollagenmembranen
(Abb. 2A) ist durch die honigwabenartige
Struktur, die den Zellen eine ausreichende
Versorgung mit Kulturmedium ermoglicht,
erhoht. Da diese schwammartigen Kollagen-
fasern kein SHG-Signal aufweisen, muss hier
ein anderes Kontrastierungsverfahren zur
Unterscheidung der Kollagenmembran von
den Chondrozyten eingesetzt werden. Dafiir
werden dreidimensional aufgeloste Emis-
sionsspektren (Abb. 2B) aufgenommen und
die Methode der ,spektralen Entmischung®
(spectral unmixing), also der Test auf lineare
Abhangigkeit individueller Spektren von
mehreren Referenzspektren, auf den gesam-
ten Datensatz angewandt.

Abbildung 2C zeigt, dass mit dieser Metho-
de die Chondrozyten von den Kollagenfasern
separiert werden konnen. Die Chondrozyten
befinden sich hauptsédchlich an der Oberfla-
che der Stiitzmembran (bis ca. 30 um), da ihr
tieferes Einwandern aufgrund des zu gerin-
gen Rohrendurchmessers dieser Membran
wahrscheinlich nicht moglich ist. Deshalb
sind groBere mittlere Rohrendurchmesser der
Membran notig, um eine fiir die erfolgreiche
Knorpelregeneration funktionelle dreidi-
mensionale Chondrozytenverteilung zu errei-
chen.

Kontrollmessungen an zunachst ungefarb-
ten und anschlieBend mit den Farbstoffen Pro-
pidiumiodid und Syto 83 (tot/lebend Cha-
rakterisierung der Zellen) gefarbten identi-
schen Probenregionen haben gezeigt, dass
nicht nur eine Unterscheidung von Kollage-
nen und Zellen aufgrund der nativen Emis-
sionsspektren moglich ist, sondern auch eine
tot/lebend Charakterisierung dieser Zellen.
Damit liefert also die multifokale 2PLSM
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wichtige Erkenntnisse fiir die Optimierung
der in vitro-Anzuchtbedingungen der hier
untersuchten Tissue-Engineering-Produkte
und erhalt gleichzeitig ihre volle Verwend-
barkeit, da die Untersuchungen auf jede Art
der Markierung verzichtet und unter physio-
logischen Bedingungen durchgefiihrt werden
kann. |
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