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Mit einem digitalholografischen Verfahren wird die Topografie eines Agarosesubstrates fur die Zellkultivie-
rung bestimmt. Aulerdem wird die Bewegung von Zellen (Osteoblasten) und Polystyrol-Kugeln auf der
Substratoberflache verfolgt. Im Anschluss wird die Topografie mit der beobachteten Bewegung verglichen
und der Einfluss des Oberflachenverlaufs auf Richtung und Betrag der Geschwindigkeit untersucht.

1 Einleitung

Osteoblasten (knochenbildende Zellen) bewegen
sich auf geeignetem Substrat auf einen gemein-
samen Schwerpunkt zu und bilden sogenannte
Mikromassenkulturen (Spheres), die sich moglich-
erweise im Bereich Tissue-Engineering z. B. fir
Gewebetransplantate einsetzen lassen [1]. Das
Ziel der hier vorgestellten Untersuchungen ist die
Beschreibung des Einflusses der Substrattopogra-
fie auf die Zelldynamik bei der Sphere-Bildung.

Die Topografie des Substrates wird Uber die digi-
talholografische Rekonstruktion der Phasenvertei-
lung mit anschlieBender Umrechnung in H&hen-
werte bestimmt. Eine Verifizierung erfolgt mittels
einer ,depth from focus“-Bestimmung anhand ma-
nuell fokussierter Weillichtaufnahmen von sedi-
mentierten Probeteilchen.

Um den Einfluss der Topografie auf die Zelldyna-
mik zu bestimmen, werden mittels Bildkorrelation
Bewegungsvektoren von Zellverbdnden ermittelt.
Anschlieend wird unter anderem der Zusammen-
hang zwischen dem Schwerpunkt der Zellmigration
und der Gestalt der Substratoberflache sowie zwi-
schen den Geschwindigkeiten der Zellverbdnde
und dem lokalen Gefélle des Substrats untersucht.
Zur Einordnung der Ergebnisse erfolgt ein Ver-
gleich mit der Bewegung unbelebter Plastikkugeln
(sogenannten Beads).

2 Experimentelle Methoden

Die Bestimmung der durch das Substrat hervorge-
rufenen Phasenverteilung erfolgt mittels digitalho-
lografischer Mikroskopie, wobei die nicht-diffraktive
Rekonstruktionsmethode (NDRM) verwendet wird
[2]. Die entsprechenden Rekonstruktionsparameter
werden dabei anhand einer Kalibrierungsaufnah-
me ohne Substrat bestimmt, um eine Verfélschung
der Verteilung durch den Objekttrager zu vermei-
den.

Die Hohenverteilung des Substrats wird aus der
Phasenverteilung und dem Brechungsindex be-
rechnet, welcher mit einem Refraktometer gemes-
sen wird (hier: 1% Leibowitz Agarose mit ng =
1,337). Die Umrechnung der relativen Phasenwer-
te in relative Hohenwerte erfolgt dann pixelweise
Mit X,e = (Qrer / 271) (A / Nyt - Nol). Das gezeigte
Verfahren wird durch einen Vergleich der Ergeb-
nisse mit einer Héhenverteilung validiert, die sich
mittels einer ,depth from focus“-Methode ergibt
(Abb. 1).

Abb. 1 Konkave Topografie von 5 ul Agarose in einem
Multiwellslide (ibidi u-slide Angiogenesis) als Pseudo-
3D-Plot. Oben: Durch digitalholografische Mikroskopie
bestimmte Topografie; Unten: Zum Vergleich die durch
ein ,depth from focus”-Verfahren bestimmte Topografie.
Die mittlere Abweichung betrdgt auler an den Randern
unter 10 um.

Fir die Bestimmung des Zusammenhangs zwi-
schen Zellbewegung und Substrattopografie ist
eine Verfolgung der Zellen erforderlich. Fir die
Unterscheidung zwischen aktiver und passiver
Bewegung werden alternativ auch sogenannte
Beads (10 um durchmessende Polystyrolkugeln)
verwendet. Das Tracking dieser Objekte wird mit
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einem Autokorrelations-Algorithmus durchgefihrt,
der in [3] genauer beschrieben wird. In Verbindung
mit den Hohendaten aus der Topografieberech-
nung erlauben die Tracking-Ergebnisse somit eine
Korrelation von der Geschwindigkeit der Objekte
mit dem Verlauf der Oberflache des Substrates.

3 Ergebnisse

Es wird der Zusammenhang zwischen der Ge-
schwindigkeit der Zellen bzw. Beads und dem
lokalen Gefélle des Substrates untersucht. Des
Weiteren erfolgt ein Vergleich der Bewegung der
Zellen mit der der Beads. Die Topografie zweier
vergleichbarer Proben (nicht exakt reproduzierbar,
nicht wiederverwendbar) wird bestimmt und die
Bewegung der Zellen und Beads Uber einen Zeit-
raum von 1,5 Stunden verfolgt. Der Schwerpunkt
der Bewegung liegt im Zentrum der Kavitdt des
Substrats (Abb. 2).

Abb. 2 Uberlagerung der Substrattopografie mit dem
Ergebnis eines Positionstrackings fiir einen Zeitraum
von 1,5 Stunden. Links das Ergebnis fiir Beads, rechts
das fiir Osteoblasten (alle Gré3en in um).

Die Beads zeigen dabei einen exponentiellen Ab-
fall der mittleren Geschwindigkeit mit der Zeit. Be-
reits nach einer Beobachtungsdauer von ca. 1000
Sekunden ftritt ein nahezu vollstandiger Stillstand
ein. Die Geschwindigkeit der Osteoblasten bleibt
im gesamten Beobachtungszeitraum hingegen
relativ konstant. Ein Vergleich der Geschwindigkei-
ten mit der lokalen Anderung der Topografie zeigt
deren Einfluss auf die Bewegung von Zellen und
Beads und erlaubt Aufschluss Uber die Art der
Bewegung (Abb. 3).
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Abb. 3 Geschwindigkeit in Abhéngigkeit von dem Gefél-
le des Substrates flir einen Zeitraum von 150 Sekunden
nach dem Start der Messung. Links fiir Beads, rechts fiir
Osteoblasten.

Der Vergleich zeigt fir die Beads eine zunehmen-
de mittlere Geschwindigkeit mit zunehmendem
Gefélle. Ein entsprechender Zusammenhang ist fir
die Osteoblasten nicht zu beobachten. Insgesamt
deutet dies auf eine aktive Eigenbewegung der
Zellen auf dem Substrat hin, die zwar in der Rich-
tung, aber nicht in der Geschwindigkeit durch die
Substrattopografie beeinflusst wird. Dies entspricht
den Erwartungen einer Eigenbewegung durch
fokale Adhasion. Weitere Untersuchungen missen
nun zeigen, ob und inwieweit sich die gezeigten
Methoden daflir eignen, eine bessere Kontrolle der
Spherebildung fir die Gewebekultivierung zu er-
mdglichen.
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