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Die	
  Charakterisierung	
  des	
  2%igen	
  
hochviskosen	
   Agarose-­‐Hydrogels	
  
sollte	
   unter	
   Betrachtung	
   des	
  
Elas5zitäts-­‐Moduls	
   erfolgen.	
   Mit	
  
Hilfe	
  des	
  	
  MicroSquishers	
  	
  wurde	
  

Während	
   gängige	
   2D-­‐Modelle	
   die	
   in-­‐vivo	
   Verhältnisse	
   nur	
   in	
  
einem	
   schlechten	
   Maße	
   wiederspiegeln,	
   zeigen	
   3D-­‐Modelle	
  
ein	
   großes	
   Poten5al	
   die	
   tatsächliche	
   Situa5on	
   im	
   Körper	
  
besser	
   darzustellen.	
   Verschiedene	
   Ansätze	
   befassen	
   sich	
  mit	
  
der	
  Züchtung	
  von	
  sogenannten	
  Sphäroiden,	
  welche	
  Aggregate	
  
bestehend	
  aus	
  mehreren	
  Tausend	
  Zellen	
  darstellen.	
  	
  

Abbildung	
  1:	
  2D-­‐	
  vs.	
  3D-­‐	
  Kultur	
  	
  

Bei	
   beiden	
   Zelllinien	
   konnte	
   anhand	
  
der	
   Resazurin-­‐Werte	
   ein	
   Wachstum	
  
über	
  9	
  Tage	
  festgestellt	
  werden,	
  wobei	
  
die	
  LS	
  174T	
  Zellen	
  signifikant	
  stärkeres	
  
Wachstum	
   als	
   die	
   MCF-­‐7	
   Zellen	
  
aufzeigten.	
   Die	
   Kollagenbeschichtung	
  
hat	
  keinen	
  nennenswerten	
  Einfluss	
  auf	
  
die	
  Viabilität	
  der	
  Zellen.	
  Der	
  Gebrauch	
  
des	
  Schüblers	
  hingegen	
  zeigt	
  in	
  beiden	
  
Fällen	
   einen	
   posi5ven	
   Effekt	
   auf	
   die	
  
Viabilität	
   im	
   Vergleich	
   zu	
   den	
   Zellen,	
  
die	
  ohne	
  Schübler	
  inkubiert	
  wurden.	
  
	
  

Abbildung	
  2:	
  Krad-­‐Dehnungs-­‐
Diagramm	
  

Abbildung	
  3:	
  Sphäroid	
  Anfang	
  

Abbildung	
  3:	
  Sphäroid	
  32h	
  

Ein	
   LS	
   174T	
   Sphäroid	
   wurde	
   über	
   einen	
  
Zeitraum	
   von	
   72h	
   mit	
   einem	
   Live	
   Cell	
  
Analyzer	
  beobachtet	
  und	
  dokumen5ert.	
  Ein	
  
Größenvergleich	
   der	
   Anfangsgröße	
   bzw.	
  
der	
   Größe	
   nach	
   32h	
   	
   	
   unter	
   Verwendung	
  
der	
   Sodware	
   ImageJ	
   ergab	
   ein	
   Wachstum	
  
um	
  ca.	
  50%.	
  
	
  
Größe	
  Sphäroid	
  Anfang:	
  ca.	
  426	
  µM2	
  
	
  
Größe	
  Sphäroid	
  32h:	
  ca.	
  618	
  µM2	
  

Prolifera5onsbes5mmung	
  

Die	
   Zellprolifera5on	
  wurde	
   indirekt	
   	
   über	
   eine	
   Zellviabilitäts-­‐
bes5mmung	
   	
  mibels	
  Resazurinumsatz	
  bes5mmt.	
  Dazu	
  wurde	
  
die	
   Fluoreszenzintensität	
   des	
   gebildeten	
   Resorufins	
  	
  
photometrisch	
  bes5mmt.	
  

Gelcharakterisierung	
  

Zur	
   Charakterisierung	
   wurde	
   eine	
   kugelige	
   Probe	
   des	
   Gels	
  
entnommen	
  und	
  anschließend	
  das	
  Krad-­‐Dehnungs-­‐Diagramm	
  
mit	
  Hilfe	
  des	
  MicroSquishers	
  	
  erstellt.	
  

Kul5vierung	
  

Die	
   Kul5vierung	
   der	
   Zelllinien	
  MCF-­‐7	
   (Mammakarzinom)	
   und	
  
LS	
  174T	
  (Kolonkarzinom)	
  erfolgte	
  	
  unter	
  Standardbedingungen	
  
(37°C,	
   CO2	
   	
   5%)	
   im	
   Brutschrank.	
   Parallel	
   dazu	
   erfolgte	
   eine	
  
Kul5vierung	
  auf	
  dem	
  Schübler	
  unter	
  Standardbedingungen	
  im	
  
Brutschrank.	
  

Wachstumsverhalten	
  

Die	
   Dokumenta5on	
   des	
   Wachstumsverhaltens	
   wurde	
   mit	
  
einem	
  Brutschrankmikroskop	
  durchgeführt.	
  

ein	
   Krad-­‐Dehnungs-­‐Diagramm	
   generiert.	
   Hierbei	
  
konnte	
   beobachtet	
  werden,	
   dass	
   eine	
  maximale	
  
Komprimierung	
   um	
   40%	
   ohne	
   ein	
   sofor5ges	
  
Reißen	
   einhergeht.	
   Es	
   konnte	
   weiterhin	
   gezeigt	
  
werden,	
   dass	
   das	
   Agarosegel	
   nach	
   einmaligem	
  
Messen	
   bei	
   30%iger	
   Komprimierung	
   aufgrund	
  
von	
   Materialermüdung	
   nicht	
   für	
   weitere	
  
Messungen	
  geeignet	
  ist.	
  

Im	
   Rahmen	
   dieser	
   Arbeit	
   sollte	
   die	
   Sphäroidbildung	
   und	
  
Entwicklung	
  der	
  Zelllinien	
  MCF-­‐7	
   (Ursprung:	
  Brustkarzinom)	
  und	
  
LS	
  174T	
   (Ursprung:	
  Darmkarzinom)	
  auf	
  einem	
  2%igen	
  Agaraose-­‐
Hydrogel	
  untersucht	
  werden.	
  Der	
   Fokus	
  der	
  Arbeit	
   lag	
  darin,	
   zu	
  
untersuchen,	
   ob	
   eine	
   Kollagenbeschichtung	
   das	
   Adhäsions-­‐	
   und	
  
Sphäroidbildungsverhalten	
  der	
  Zellen	
  verändert.	
  Außerdem	
  sollte	
  
untersucht	
  werden,	
  wie	
  sich	
  eine	
  ständige	
  Bewegung	
  (Schübler)	
  
der	
  Zellen	
  auf	
  die	
  Selbigen	
  auswirkt	
  bzw.	
  ob	
   sie	
  einen	
  posi5ven	
  
Einfluss	
  auf	
  die	
  Sphäroidbildung	
  hat.	
  
	
  
Es	
   konnte	
   mikroskopisch	
   gezeigt	
   werden,	
   dass	
   LS	
   174T	
   Zellen	
  
nicht	
   am	
   Hydrogel,	
   sondern	
   gegensei5g	
   adhärieren	
   und	
  
automa5sch	
   Sphäroide	
   bilden.	
   Daher	
   ist	
   auch	
   kein	
   Unterschied	
  
der	
  Ansätze	
  mit	
  und	
  ohne	
  Kollagen	
  beobachtbar,	
  weil	
  die	
  Zellen	
  
nicht	
   am	
   Hydrogel	
   adhärieren.	
   Ein	
   mit	
   der	
   Dauer	
   der	
  
Inkuba5onszeit	
   höher	
  werdender	
   Resazurinumsatz	
   bestä5gt	
   die	
  
gute	
  Viabilität	
  der	
  Sphäroide.	
  Der	
  Einsatz	
  des	
  Schüblers	
  zeigt	
  laut	
  
des	
   größeren	
   Resazurinumsatzes	
   im	
   Vergleich	
   zu	
   den	
   ohne	
  
Schübler	
   inkubierten	
   Zellen	
   einen	
   posi5ven	
   Effekt	
   oder	
   aber	
  
zumindest	
   eine	
   posi5ve	
   Tendenz.	
   Dies	
   könnte	
   darin	
   begründet	
  
sein,	
   dass	
   die	
   Schübelbewegung	
   eine	
   gegensei5ge	
   Anlagerung	
  
der	
  Zellen	
  fördert	
  und	
  somit	
  die	
  Sphäroidbildung	
  beschleunigt.	
  
	
  
Die	
   Zellen	
   der	
  MCF-­‐7	
   Zelllinie	
   weisen	
   eine	
   weitaus	
   schwächere	
  
Viabilität	
  auf,	
  als	
  die	
  der	
  Zelllinie	
  LS	
  174T.	
  Bei	
  den	
  Ansätzen	
  mit	
  
Kollagen	
  ist	
  am	
  Tag	
  7	
  und	
  9	
  nach	
  der	
  Aussaat	
  ein	
  weitaus	
  höherer	
  
Resazurinumsatz	
   beobachtbar,	
   als	
   bei	
   den	
   Ansätzen	
   ohne	
  
Kollagen.	
  Dieser	
  Umstand	
  weist	
   auf	
   eine	
  Adhäsionsabhängigkeit	
  
hin.	
   Ständige	
  Bewegung	
   in	
  Form	
  des	
  Schüblers	
   sollte	
   sich	
   somit	
  
auch	
   nega5v	
   auf	
   die	
   Viabilität	
   auswirken,	
   da	
   die	
   Zellen	
   bei	
   der	
  
Adhäsion	
  gestört	
  werden.	
  Dies	
  ist	
  jedoch	
  in	
  den	
  Messungen	
  nicht	
  
zu	
   erkennen.	
   Grund	
   hierfür	
   könnte	
   eine	
   teilweise	
   gegensei5ge	
  
Adhäsion	
  der	
  MCF-­‐7	
  Zellen	
  sein,	
  die	
   in	
  geringerem	
  Maße	
  als	
  bei	
  
den	
   LS	
   174T	
   ebenfalls	
   audreten	
   kann.	
   Diese	
   Vermutung	
   wird	
  
durch	
  eine	
  beobachtete	
  schwache	
  Sphäroidbildung	
  gestützt	
  .	
  	
  
	
  
Schlussfolgerung:	
   LS	
  174T	
  sind	
   für	
  die	
  Züchtung	
  von	
  Sphäroiden	
  
besser	
   geeignet.	
  Des	
  Weiteren	
   konnte	
   festgestellt	
  werden,	
   dass	
  
die	
   Scherkräde,	
   die	
   mit	
   dem	
   Schübler	
   erzeugt	
   wurden	
   einen	
  
posi5ven	
  Einfluss	
  auf	
  das	
  Sphäroidwachstum	
  haben.	
  
	
  

Unter	
   Verwendung	
   dieser	
   Sphäroide	
   könnten	
   in	
   wich5gen	
  
Forschungsbereichen	
   wie	
   screening	
   und	
   5ssue	
   enigneering	
  
e i n e	
   s t a r k e	
   V e r b e s s e r u n g	
   d e r	
   V a l i d i t ä t	
   v o n	
  
Forschungsergebnisse	
  erreicht	
  werden.	
  

	
  


