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Abstract, deutsch
Scherstress CHO-Zéllen, Lipoide

Dinhof, Petra

Untersuchungen zur Beeinflussung der Scherempfindlichkeiten von CHO-Zellen
durch Lipoide und Cyclodextrine in proteinfreiem Medium

Die Beeinflussung der Scherempfindlichkeit von CHO-Tf70R wurde im Hinblick
auf verschiedene Parameter untersucht. Es sollte durch eine Verstéarkung der Zell-
membran bzw. durch eine Erhéhung der Vitalitét durch ausgewahlte Additive im pro-
teinfreien Kultivierungsmedium die Scherempfindlichkeit der Zellen gesenkt werden.
Dabei wurden diese Additive auerst im Hinblick auf ihre Toxizitét getestet. Des weite-
ren wurde eine Verminderung der Scherempfindlichkeit in Kombination miteinander,
in Kombination mit einer geringeren Temperatur von 31 °C im Scherexperiment und
in Kombination mit einer verminderten Temperatur von 31 °C wéahrend der Kultivie-
rung duch die Additive untersucht. Auf3erdem wurde der Einfluss der Lange des Ex-
perimentes auf die Uberlebensrate der Zellen in Kurz- und Langzeit-Experimenten
naher analysiert.

Die Scherexperimente wurden aufgrund definierter Bedingungen in einem Rotati-
onsviskosimeter durchgefiihrt. Vor und nach den Scherexperimenten wurden zellspe-
zifische Untersuchungen sowie Analysen zur Metabolitbildung und zum Verbrauch
von Nahrstoffen durchgefuihrt. Ebenso wurden die Zusténde der verschiedenen Kultu-
ren wahrend der Kultivierungsreihen dokumentiert und diskutiert.

Bei den Untersuchungen zeigten sich in den verschiedenen Kombinationen rur zwei
Additive, Cholesterin und Cholsdure, als wirkungsvoll. Aufgrund des proteinfreien
Mediums wurde in den durchgefihrten Experimenten die Uberlebensrate
hauptsachlich von den zugeflgten Additiven beeinfluss. Eine Einwirkung von
ebenfalls scherreduzierenden Proteinen wurde damit ausgeschlossen.

In den durchgefiihrten Experimenten zeigte sich eine Abhéngigkeit der
Uberlebensrate der Zellkulturen von der Dauer des Experimentes. Der Einfluss der
Temperatur war dagegen von geringerer Bedeutung, im Gegensatz zu vorliegenden
Literaturwerten. Die Kombinationsexperimente mit zwei verschiedenen Additiven
ergaben keine Erhohung der Uberlebensrate in Bezug auf beide Additive. Festgestellt
wurde dagegen, dass das Additiv Cholsdure den anderen getesteten Additiven
gegeniiber in allen untersuchten Experimenttypen hohere Uberlebensraten aufweist.



Abstract, englisch
shea sensitivity, CHO-cells, lipoids

The part of lipoids and cyclodextrines in shea sensitivity and cultivation
of CHO cellsin protein freemedium

Shea sensitivity of CHO-Tf70R cells is investigated under various conditions.
Stronger cell membrane or higher cell viability, respedively, are ahieved by adding
seleded additives to a protein free medium, and should minimise shear sensitivity.
Therefore, investigations began with testing the toxicity of chosen additives. Studies
were also performed minimisation of shear sensitivity in combination with additives,
in combination with a reduced temperature of 31 °C in shea experiments, and in
combination with a reduced temperature of 31 °C in cell cultivations. Influence of
length of experiments on cell surviving rate was gudied in short and long term ex-
periments.

Shea experiments took placein a rotoviscometer becaise of defined conditions. Be-
fore and after the experiments, special cell specific investigations, such as analyses on
metabolite production and nutrient consumption were done. Cultivation phases during
cell cultivation were documented and discussed.

From all combinations, experiments showed only two effedive alditives, cholesterol
and cholic acid. Because of the protein free medium, influence on cell survival rate
was mainly effeded by the used additives. Influence from shea reducing protein was
therefore excluded.

Investigations also showed a dependence of cell survival rate on the duration of the
experiments. In contrast to this, influence on temperature was low, in opposition to
experiments found in literature. Combination experiments with two additives did not
result in increased cell survival rate, as for both additives. It was discovered, that the
additive cholic acid showed an increased cell survival rate, compared to al other
tested additivesin all other tested experiment types.
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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Unter moderner Biotechndogie werden dle innovativen Methoden, Verfahren oder
Produkte \erstanden, die die wesentliche Nutzung von lebenden Organismen ocder
ihrer zelluléaren undsubzelluldren Bestandeile beinhdten unddakei von Erkenntnis-
sen der Forschung adl den Gebieten Biochemie, [...], Zellbiologie oder Umwelt- und
Verfahrenstechnik Gebrauch machen. [...] (DIB 1999

Die Biotedhnologie ist demnach ein vielfaltiges und zukunftsorientiertes Gebiet. Sie
beinhaltet unter anderem die Produktion pharmazautisch relevanter Substanzen, die
auf klassisch chemischem Wege nur unter grofem Aufwand produziert bzw. aus bio-
logischem Material isoliert werden kdnnen, genauso wie die technische Optimierung
des Herstellungsprozesses.

Die Tierzellkulturtechnik nimmt heute eine bedeutende Stellung in der Biotechnolo-
gie ein. Besonders die Saugerzellen haben gegenliber Kultivierungen von Bakterien
und Hefe den Vorteil, dass sie posttranslatorische Verdnderungen wie Glykosilierun-
gen und Acetylierungen an den produzierten Proteinen vornehmen koénnen. Gerade
diese Modifikationen der rekombinanten Proteine machen aber die therapeutische
Wirkung aus. So sind die aus Hefe- oder Bakterienkultivierungen gewonnenen Protei-
ne meist unwirksam.

Ein Nachteil gegentiber Hefen und Bakterien ist bei den Saugerzellen die Zellmem-
bran. Die Saugerzellen besitzen keine feste Zellwand, die den Hefen und Bakterien
eine grol3e Stabilitét verleiht und sie Schereinwirkungen gegentiber unempfindlich
werden lésst. So ist z.B. das Scale-Up von Saugerzellkulturen durch die Scheremp-
findlichkeit eingeschrankt, weil die Zellen bei den in grol3en Re&toren notwendigen
hohen Ruhrgeschwindigkeiten absterben. Diese Ruhrgeschwindigkeiten sind fur die
gleichméalsige Durchmischung des Kulturmediums und die laufende Suspendierung
der Zellen erforderlich. Um sowohl eine grol3e Menge an Zellen kultivieren zu kénnen
und damit eine hohe Produktausbeute a1 erhalten, als auch die Belastung der Zellen so
gering wie mdglich zu halten, sind viele Stoffe auf ihre scherreduzierenden Eigen-
schaften untersucht worden. So wurden z.B. Polyethylenglycole (PEG) und Pluronic
F68 sowie fotales K&lberserum oder Dextran, um nur die bekanntesten zu nennen, in
Tierzellkultivierungen auf ihre scherreduzierende Wirkung untersucht (Michads et al.
1991, Goldblum et al. 199Q Zhang et a. 1992 Papoutsakis 1991). Im industriellen
Mal3stab wird heute vor alem Pluronic F68 eingesetzt (Murhammer 1988. Eine
scherreduzierende Wirkung wird auch durch die Zugabe von Proteinen erzielt (Chat-
topadhyay et a. 1991).
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1.1 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es aufzuzeigen, inwieweit die mechanische Belastbarkeit von
CHO-Zellen durch Scherkréfte mittels geeigneter Kultivierungszusétze ehoht werden
kann. Die Zusétze sollen die Kultivierung weder in Zellzahl noch in Vitalitét beein-
tradtigen, noch darf die Produktion des Zielproteins , tissue Plasminogen-Activator”
(t-PA) reduziert werden. Die scherreduzierende Substanz sollte in der Natur vorkom-
men, damit sie in die Zellmembran eingelagert werden kew. die Zellen in ihrem
Stoffwechsel positiv beeinflussen kann.

Zuerst werden Toxizitétstests durchgefuihrt, damit toxische Konzentrationen der
Substanzen wéahrend der Kultivierung ausgeschlossen werden. Die geeigneten Kon-
zentrationsbereiche werden anhand der Lebend-, Tot- und Gesamtzell zahl, der Vitali-
tét, der Glukose- und Laktatkonzentration und Glukoseverbrauchs- und Laktatpro-
duktionsraten wie aich der Wachstumsrate bestimmt. In diesen Tests liegt die Zell-
kultur nicht as Suspension vor, da keine Durchmischung der Kultivierungsgeféile
erfolgt.

Im néchsten Schritt werden Kultivierungen mit den ermittelten ginstigen Konzen-
trationen durchgefiihrt. Auch hier werden die Lebend-, Tot- und Gesamtzell zahl sowie
die Vitalitét, die Glukose- und Laktatkonzentration und Glukoseverbrauchs- und
Laktatproduktionsrate wie aich die Wadhstumsrate bestimmt. AufRerdem werden die
Protein- und die Aminosiure-Konzentrationen ermittelt und de Konzentration von
Ammonium und dem Zielprodukt t-PA bestimmt. Von den beiden letzteren wird die
Produktionsrate berechnet. Aus den gewonnenen Daten kann auf eine Bednflussung
der Zellen in Suspensionskulturen geschlossen werden.

Zum Abschlusserfolgt die eigentliche Untersuchung der Substanzen auf eine scher-
reduzierende Wirkung. Es werden vor und nach den Scherstressversuchen die Lebend-
Tot- und Gesamtzellzahl sowie die Vitalitét bestimmt und die Konzentrationen von
Ammonium und Protein. Bei Langzeit-Experimenten werden zusétzlich Glukose- und
Laktatkonzentrationen sowie Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate, t-PA-
Konzentration und -Produktionsrate sowie die Produktionsrate des Ammoniums be-
stimmt. In den Scherstresexperimenten werden Kurz- und Langzeit-Experimente
sowie Temperatatur- und Kombinationsexperimente als Variation durchgefiihrt. Bei
allen Versuchen erfolgen die oben genannten Analysen.
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1.2 Theorie

1.2.1 Zellkultur und Wachstumsphase

Die Zellzahl, einer der wichtigsten Parameter einer Kultivierung, andert sich in ih-
rem Verlauf. Gegen die Zeit aufgetragen ergibt sich eine Wachstumskurve, die sich
bei Batch-Kultivierungen in vier Phasen einteilen |&sd.

In der Lag-Phase bleibt die Zellzahl konstant oder nimmt geringfligig ab. Die Pro-
duktivitét bleibt gering. Nach der Zelladaption an die Umgebung wird in der Log-
Phase, auch exponentielle Phase genannt, die Mitose&ktivitdt maximal, die Zellzahl
erhdht sich exponentiell. Anschlieffend nmmt das Zellwachstum durch Nahrstoffli-
mitierung und Metabolite ab. Die station&e Phase wird erreicht, es herrscht Gleich-
gewicht zwischen Wachstum und Absterben. Nimmt das Absterben Gberhand, wird
von der Absterbephase gesprochen. (Lindl/Bauer 1992

1.2.2 Stoffwechsel

Der Stoffwechsel von Zellkulturen ist komplex. Fir die anstehenden Untersuchun-
gen werden zwel Bereiche herausgegriffen und ihre Bedeutung fir den Organismus
kurz erlautert. Fr detaillierte Angaben wird auf die angegebene Literatur verwiesen.

Der Glukose- und Glutaminstoffwedhsel versorgt die Zelle mit Energie. Dabei wird
Uber die Glykolyse Glukose a1 Pyruvat abgebaut. Abhéngig vom weiteren Stoffwedh-
selweg kann durch die Umwandlung zum Laktat eine Energieausbeute von 2 mol bzw.
Uber den Zitratzyklus eine Ausbeute von 36 mol Adenosintriphosphat (ATP) pro mol
Glukose ezielt werden (Karlson 1994). Glutamin wird oxidativ abgebaut und liefert
10-15% der benétigten Energie der Zelle. AuRerdem dient es als Stickstoffquelle
(Griffithsg/Pirt 1967).

Der Aminosduremetabolismus ist eng mit dem Zitratzyklus verbunden. Die Ami-
nosauren werden zum Aufbau zelleigener Proteine verwendet, konnen aber bei Bedarf
weiter abgebaut werden. Von den 20 proteinogenen Aminosauren sind zwolf essenti-
ell fur die Tierzellkultur: Arginin (Arg), Cystein (Cys), Histidin (His), Tyrosin (Tyr),
Isoleucin (Ile), Leucin (Leu), Lysin (Lys), Methionin (Met), Phenylalanin (Phe),
Threonin (Thr), Tryptophan (Trp) und Valin (Val) (Eagle 1955. Beim Abbau der
Aminosauren werden diese aufgrund ihrer unterschiedlichen Abbauwege in zwei ver-
schiedene Gruppen unterteilt: die glukogenen und die ketogenen. Die glukogenen
Aminosauren werden tber Glutamat in 2-Oxoglutarat umgewandelt bzw. liefern Cy-
Verbindungen, z.B. Sucdnat. Die ketogenen Aminosauren erzeugen als Metabolite
Aceayl-CoA bzw. Acetacdat.

Glutamin kann als glukogene Aminoséure au Laktat umgesetzt werden. Jedoch ent-
steht beim Abbau von Glutamin zu a-Ketoglutarat Ammonium.
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1.2.3. Scherstresstierischer Zellen

Die mechanische Belastung, der Suspensionszellen in Zellkulturflaschen ausgesetzt
sind, wird als Scherstress bezeichnet. Zur Berechnung der Kraft, die auf die Zellen
wirkt, werden folgende Gesetze a1 Grunde gelegt:

Newtonsches Widerstandsgesetz: F=n [A Bg—v D
X

F = Scherkraft, n = dynamischeViskositéat, A = Flache, dv/dx = Geschwindigkeitsgradient

Das Newtonsche Widerstandsgesetz beschreibt die Kraft, die avischen zwei parallel
gegeneinander verschobenen Platten auf ein dazawischen befindliches Fluid wirkt.
Wird mit F/A die Schubspannung T eingefiihrt, so git:

F
r = A =N rwid Bg_i (2
Allgemein gilt fur alle Fluide: o = ;n 3
dX  Nege O

In der Scherrate D [sY] ist die zitliche Fluiddeformation miteinbezogen. Sie ist fol-
gendermal3en mit T verknlpft:

Newtonsches Viskositétsgesetz 7 =14 [D n = konstant (4)

Die Scherempfindlichkeit tierischer Zellen unterscheidet sich von der Scherempfind-
lichkeit von Bakterien und Hefen. Zum einen besitzen Tierzellen keine stabilisierende
Zellwand, zum anderen sind sie mit 10 ks 20 um Durchmesser auch um ein Vielfa
ches grofRer als Bakterien und Hefen. In turbulenter Strémung stellt sich diese GrolRe
als Nachteill heraus. Nach Kolmogoroff wirkt sich die Partikelgrof3e dann regativ aus,
wenn sie sich in der gleichen GroRRenordnung wie die ezeugten Wirbel befindet
(Cherry/Papoutsakis 1988. In diesem Fall wird der Partikel bzw. die Tierzelle stark
von Scherkraften beansprucht (Henzler/Biedermann 19%; Storhas 1994 McQueen et
al. 1987 Cherry/Papoutsakis 1986.

Mit

Re - WKoI |]:lKol :1 (5)

V Fuid
Re = Reynoldszahl, wi, = Kolmogoroff-Rotationsgeschwindigkeit, v . ;= kinematische Viskositét,
dyo = Kolmogoroff-Durchmesser

ist die Tragheitskraft der Wirbel genauso grof3 wie die Reibungskraft (Kolmogoroff
1988 und die Scherbelastung an der Grenze ar Partikelschadigung. Wird Gber

3

(= s (6)

Y
ClKoI

1= lokale massenspezfische Energiediss pation bN Dk_lj
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ein kritischer Durchmesser dy:it von Tierzellen (20 um) mit dem von Bakterien (2 pm)
verglichen, so folgt, dass bei gleichen Re&ktionsbedingungen die Tierzellen einer
10 00Cachen hbheren Scherbelastung ausgesetzt sind. Zur Berechnung einer kriti-

schen Schubspannung Tyt wird das Tropfchen-Modell einer Zweiphasenemulsion
verwendet (Levich 1962:

T 07 =201, [0, @)
r, = Zdlradius, g, = Oberflachenspannung der Zellmembran/Membranspannung

Zhang et a. konnten 1991 die Kraft messen mit der eine definierte Hybridomzelle
zum Zerplatzen gebracht wurde. Anhand eines theoretischen Zellmodells berechneten
sie daraus die Membranspannung, die unabhéngig von der Zellgréle avischen 0,5 und
3*10°N/m liegt (Zhang et a. 1992). Fir die Membranspannung werden auferdem
Werte awischen 0,1 und 2*10°N/m ermittelt (Stein 1967). Erste Schéaden treten rech
Gleichung (7) fir Membranspannungen zwischen 0,1 und 0,5*10°N/m und einem
Durchmesser von 10 kis 20 um zufolge bei einer Schubspannung von 20 kis 200N/m
auf.

In der Literatur lassen sich aus Rihrkesselfermentern ermittelte kritische Schub-
spannungen finden (Kunas/Papoutsakis 1990 Abu-Reesh/Kargi 1991; Oh et al. 1989.
Die Werte sind aufgrund von Abschétzungen nicht exakt. Definierte Ergebnisse lassen
sich durch Messungen in Viskosimetern oder Kapillaren erzielen.

Wiein Tabelle 1.1 ersichtlich, sind die Ergebnisse zlIspezifisch und héngen von der
Dauer des Scherexperiments ab.

Zdllinie Tirit [N/M?] texpariment | Literatur
Erythrozyten 250 4 min Sutera/lMehrjadi 1975
150- 300 2 min Nevaril et al. 1968
300 1,5min Leverett et al. 1972
100 >2h N
Insektenzellen
SF-21 1 3,5h Tramper et al. 1986
SF-9 0,6 5min Goldblum et al. 1990
TN-368 0,1 5min -
0,2 0,5 min -
BHK21c13, adhdarent | 50-80 1h Kretzmer/Schiigerl 1991
0,8-1 24h Ludwig et al. 1992
Hybridomzellen 80 0,017s McQueer/Bailey 1989
Myelomzellen 180 0,02s McQueen et a. 1987

Tab. 1.1 1 verschiedener Zdllinien bei unterschiedlicher Reaktionsdauer in Viskosimetern, Kapill a-
ren oder Scherstresskammern

Eine weitere Abhangigkeit der Scherempfindlichkeit liegt laut Born et a. (1992 im
jeweiligen Wachstumsgatus der Zellen begrindet. So sind Hybridomazellen sowohl
in der Lag-Phase als auch in der stationdren Phase wesentlich scherempfindlicher als
in der exponentiellen Phase.
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1.2.4 Rotationsviskosimeter

Das Rotationsviskosimeter setzt die beschriebene Translationsbewegung der Platten
in eine Rotationsbewegung um. Auf diese Weise ist es moglich, dassdie auf die Zel-
len wirkenden Scherkréfte efasst und berechnet werden kdnnen. Mit :

M=F[ (8
M = Drehmoment, r = Spaltgrofie im Viskosimeter

kann die Viskositét des verwendeten Fluids bestimmt werden. Das Drehmoment Uber
dem Spalt ist konstant. Mit Gleichung (2) ergibt sich:

M

T= 9
T €)
A = Mantelflache des Viskositétszyli nders
und T= Lz (10
207h [
h = Spalthéhe

Der Betrag von T und D ist an jeder Stelle des Spaltes gleich. Die Viskositéat geht als
stoff spezifische Gréfl3e in T ein, so dassT im Gegensatz z2u D vom verwendeten Fluid
abhangig ist (vgl. Gleichung vier). Die Viskositdt des verwendeten Mediums kann mit
der des Wasser gleichgesetzt werden. So kann mit den Viskositétswerten des Wasser
in Abhangigkeit der Temperatur gerechnet werden (Grigoriev/Meilikov 1997, Reich

1997). N (31°C) = 770010°kg/ m3
N (37°C) = 690010 kg / M

1.2.5 Zellmembran

Die Zellmembran besteht aus einer Phospholipiddoppelschicht. Sie ist 5-10 nm dick
und bestimmt die Stabilitét der Tierzellen. Die Membran ist flexibel, da sich alle Mo-
lekllle gegeneinander verschieben lassen (fluid-mosaic-Modell) (Karlson 1994). Die
Stabilitét und de Festigkeit ist zum einen durch die Temperatur bestimmt, zum ande-
ren wird sie durch den Gehalt an ungeséttigten Fettsduren und Cholesterin in der
Membran bestimmt (Duve 1989.

Bei niedrigen Temperaturen nimmt die Festigkeit der Membran zu. Die sogenannte
Erstarrungstemperatur ist abhangig vom Anteil der ungeséttigten Fettsaduren. Je hoher
dieser Anteil ist, um so niedriger ist auch die Erstarrungstemperatur (Karlson 1994).

Der Anteil von Cholesterin erhoht die Membranfestigkeit aufgrund der starren
Struktur des Molekils. Das Cholesterin kann sich wie verschiedene Proteine im hy-
drophoben Bereich der Membran einlagern. Es behindert dadurch die Beweglichkeit
der Fettsduren und l&sst das fluid-mosaic-Modell erstarren (Bretscher 1985 Stryer
1990. Cholesterin kann der Zelle in Form von Lipoproteinen Uber Rezeptoren zuge-
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fahrt werden, oder es kann als homogener Zusatz im Medium von der Zelle aifge-
nommen werden (Shinitzky 1978; Oram 1986).

1.2.6 M ediumzusatze

Unter den verwendeten Mediumzusétzen oder Additiven werden die aur Scherredu-
Zierung eingesetzten Substanzen verstanden. Die hier verwendeten Additive gehtren
im weiten Sinn alle a1 der Gruppe der Lipide. Im engen Sinn kénnen sie in die Klasse
der Isoprenoide eingeordnet werden. Eine Ausnahme bildet das Phosphatidylcholin,
welches den Glycerinphosphatiden zugeordnet wird.

1.2.6.1 Cholesterin

Cholesterin kommt im Korper von

Saugetieren in allen Zellen vor. Dabei CHas
ist der grof¥e Prozentsatz in Galle, Ge- 1
hirn und der Nebennierenrinde a fin- =

den. Durch das ausgedehnte Vorkom- o

men Ubernimmt das Cholesterin ver-

schiedene Funktionen im Organismus.

So werden z. B. in der weiteren Syn-

these aus Cholesterin die gesamten

korpereigenen Hormone produziert.

Zum anderen werden aus Cholesterin

die Gallensduren hergestellt, die aur

Emulgation von Feften im Verdau- Abb. 1.1 ;;;ii:fi?:::jvon wasr|6dli-
ungsprozessbeitragen. Eine weitere chem Cholesterin

Funktion erflllt Cholesterin, indem es die Fluiditét der Zellmembran regelt. Dabel
versteift es durch sein starres Gertist die Lipiddoppelschicht und schrénkt auf3erdem
die Beweglichkeit der Fettsauremolekile in der Membran ein (Stryer 1990.

Cholesterin kann sowohl exogen als auch endogen bezogen werden. Dabei ist der
Saugetierorganismus nicht auf die exogene Aufnahme angewiesen. Die endogene
Synthese versorgt den Organismus ausreichend mit Cholesterin. Wird zuviel Choleste-
rin aufgenommen, wirkt es hemmend auf die endogene Synthese.

Im menschlichen Korper sind ca 250 g Cholesterin enthalten. Der Tagesumsatz liegt
zwischen 1 und 2g von denen ca drei Viertel durch endogene Produktion gededkt
werden (Hilker 1995.

Cholesterin ist nicht wasserloslich. Im Sdugetierorganismus wird es entweder in
Form von Micellen transportiert oder aber Chylomikronen bzw. Lipoproteine tragen
zur Lodlichkeit bei (Oncley 1956; Gofman 1954 Frederickson 1974).

Da sich Cholesterin in friheren Untersuchungen an anderen Zelll inien als sherredu-
zierend in proteinhaltigen Medien erwiesen hat, wird in der vorliegenden Arbeit die
Wirkung an einer anderen Zelllinie in proteinfreiem Medium Uberprift.

u]

O — (G Hy C Hy On— CHoCHLOH

CHa
CHg
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1.2.6.2 Ergosterin

Ergosterin (Provitamin D,) ist das Chole-
sterin-Analogon in Pilzen. Es ist ein Cyg-
Mycosterin und in hdheren Pilzen, Mutter-
korn, in Hiuhnerei als Begleiter des Chole-
sterins owie in Hefe a1 finden und vor a-
lem in letzterem gut untersucht. (Se-
her/Homberg 1971 Wede/Laseter 1974 Abb. 1.2 Strukturformel von Ergosterin
Seitz @ al. 1977 Schubert et a. 1968 Newton 1989 Loeffler/Hayes 1990; Debieu et
al. 1992 Mdller/Voigt 1984 Tothill et al. 1992 Schwadorf/Muller 1989 Miiller et al.
1991). Durch UV-Bestrahlung geht es tber Pracalciferol in Ergocalciferol (Vitamin
D,) Uber (Windaus et a. 1932.

Ergosterin wird in vielen Hefen produziert. Der Antell betrégt im Durchschnitt 0,1 %
des Trockengewichts. In einigen Saccharomyces ist es mit 7 his 10% der vorherr-
schende Membranbestandteil. Ergosterin erflillt in Saccharomyces cerevisiae in unter-
schiedlichen Konzentrationsbereichen verschiedene Aufgaben. So kann es in der ge-
ringen Menge von 100ng/ml eine wachstumsauslosende Funktion tbernehmen. Bei
hoheren Konzentrationen von 0,5 his 1 pg/ml bestimmt es die Wachstumsrate und das
Vorkommen wvon freien Sterolen in den Zellen pro Milligramm Trockengewicht
(Rodriguez @ a. 19895. Auch werden dem Ergogerin zytosolische Aufgaben zuge-
schrieben (Vendt 1956 Deborin/Ahibanova 1954 Parks 1978 Parks/Casey 1995.

Als Cholesterin-Analoges in Hefezellen sollte Ergosterin ebenfalls eine scherreduzie-
rende Funktion in Zellen Ubernehmen kénnen, indem es wie Cholesterin die Zellmem-
bran verstérkt.

1.2.6.3 Gallensduren: Cholsaure, Lithocholsdure, Deoxycholsdure

In der Leber wird Cholesterin zu 80% in Gallensduren umgewandelt. Die Gall ensau-
ren enthalten in der Seitenkette eine Carboxylverbindung und liegen fast immer als
cisVerbindung der Ringe A und B vor. Als konjugierte Verbindungen besitzen sie
einen niedrigen pK-Wert und sind in der Lage als anionische Detergentien im physio-
logischen pH-Bereich zu wirken. Sie zhlen zu den amphipathischen Lipiden und hil-
den zylindrisch geformte Micellen. Auf diese Weise kdnnen im Verdauungstrakt Fett-
stoffe  emulgiet und so in den
korpereigenen Stoffwechsel aufgenommen
werden.

Gallensduren werden in primére und
sekundére Sauren eingeteilt. Die priméren
Sauren werden direkt in der Leber aus
Cholesterin gebildet. Zu ihnen gehdren bei
Saugetieren die Cholsaure und die
Chenodeoxycholsaure. Die  sekundéren

Abb. 1.3 Strukturforme von Cholsiure
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Gallensduren werden erst im Darm durch
Bakterien aus den priméren Konjugaten er-
zeugt. Deoxycholsaure und Lithocholsdure
zéhlen zu den sekunddren Gallensduren.
Durch die Resorption der Gallensduren in
der Pfortader gelangen sowohl primére als
auch sekundéare Sauren Uber die Leber in  Abb. 1.4 Strukturformel von Lithochol siure
die Galle, so dassdort auch ein kleiner An- CH, |
teil an sekundaren Gallensduren vorhanden HO on.
ist (enterohepatischer Kreislauf).

In der menschlichen Galle finden sich

Cholsdure, Chenodeoxycholséure, Deoxy-
cholsaure und Lithocholsaure im Verhaltnis H
26:26:1:Spur ads Taurin-  und  Abb. 1.5 Strukturformel von Deoxycholsiure
Glycin-Konjugate (Thiele 1979 Nuhn 1990.
Da Gallensduren Fettstoffe emulgieren und so zur besseren Aufnahme dieser beitra
gen, wird eine Beeinflusaung der Lipidzusammensetzung der Zellmembranen vermu-
tet. Auf diesem Weg konnte die Scherempfindlichkeit von Tierzellen verandert wer-
den. Zum anderen konnte aufgrund der dem Cholesterin dhnlichen Struktur eine di-
rekte Einlagerung in die Membran oder eine Umwandlung zu Cholesterin stattfinden.

1.2.6.4 Retinol

Retinol wird auch als Vitamin A; bezeich-
net. Esist ein Diterpen und zahlt zu den Ca- CH, _ OH, CH, CH, o
rotinoiden. Retinole finden sich in der Le- RV T S R
ber von Seefischen, verschiedener Wirbel- CHg

tiere, im Milchfett, im Fettgewebeund in Abb. 1.6 Strukturformel von Retinol-Acetat
einigen Organen. In der Netzhaut (Retina) von Saugetieren liegt es in der Form von
Retinal vor. Retinole werden auch in Hihner- und Heringseiern gefunden.

Vitamin A; und seine Derivate werden im Organismus aus Carotinoiden gewonnen.
Dabei liefert B-Carotin zwei Molekile Retinal, wohingegen aus Carotinoiden mit nur
einer unsubstituierten B-Endgruppe lediglich ein Molekil Retinal gewonnen werden
kann.

Retinol hat verschiedene Funktionen im Organismus. Es findet z.B. beim Sehvor-
gang in den Lichtsinneszelen Verwendung. Dabei wird es Giber das Protein Opsin an
die Sehpigmente (Lipoproteine) gekoppelt und erzeugt auf diesem Weg eine intensive
Farbung der Verbindung (Thiele 1979.

Retinol ist sowohl an der zelluléren Differenzierung beteiligt (Sporn et a. 1984
Sherman 1986 Sporn/Roberts 1991) als auch an der embryonalen Entwicklung (Tha-
ler/Eichele 1990 Summerbell 1991). Weitere Anwendung findet das Vitamin A; bel
der Erhaltung der funktionellen Unversehrtheit der Zell-, Mitochondrien- und
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Lysosomenmembranen. Es kann zur Behandlung von Hautschéden eingesetzt werden
und hat als unterstitzendes Therapeutikum bei einigen Krebsarten Erfolg
(Meyskens/Prasad 1986 Orfanos et al. 1987, Goswami 1992).

Aufgrund seiner Schutzfunktion fir die Zellmembran wird das Retinol als potentielle

scherreduzierende Substanz getestet.

1.2.6.5 Phosphatidylcholin
Phosphatidylcholin (PC) ist auch unter

dem Namen Lecithin bekannt. Es besteht CH,0R,
aus zwei Fettsauren, die mit einem Cholin- ‘
veresterten Glycerin verestert sind. PC hélt CHOR,
mit 60% den gréf@en Anteil der Phospholi- ‘ 7 ot
L . . CH,0 —P — OCH,CH,NCH;
pide in eukaryotischen Zellen (Tronchére & o &
3

a. 1999. Dort it es in den zellularen
Membranen vorhanden und hildet die Li-
piddoppelschicht.

PC kann durch rezeptorvermittelte Hydrolyse gespalten werden. Auf diesem Weg
entstehen intrazellulér Signal-Molekile, die als second messenger ein extrazelluldres
Signal z.B. zum Zellkern weiterleiten konnen (Exton 1994). Eine weitere Funktion
erflllt das PC als Transportmittel fir unpolare Lipide (Kent 1990 .

Die Synthese von PC kann auf drei verschiedenen Wegen stattfinden. Die de-novo-
Synthese bendtigt mit der Nahrung aufgenommenes Cholin, welches im Cytidin-
phosphat(CDP)-Choli n-Stoffwechselweg zu PC umgesetzt wird (Tijburg et al. 1989
Kennedy 1989. Uber bereits synthetisierte Phospholipide kann PC z.B. durch Me-
thylierung von Phophatidylethanolamin (PE) oder Basentausch erzeugt werden
(Yao/Vance 1988 Fill er/Weinhold 1980.

Weil PC in Zellmembranen vorkommt, wird davon ausgegangen, dassbei erhohter
Konzentration im Medium mehr PC in die Zellmembran eingelagert wird. Ob dieses
einen Einfluss auf die Scherempfindlichkeit der Zellen hat, soll untersucht werden.

R, R, =Fatty Acid Residues

Abb. 1.7 Strukturformel von PC

1.2.6.6 Testosteron

Testosteron ist ein Cig-Steroidhormon und

zé&hlt zu den Androgenen. Es wird im Inter- OH
renalorgan gebildet. Die Synthese efolgt

bei Sdugetieren aus im Blut vorliegenden

Cholesterinestern. Neben den allgemein be-

kannten genitalen Wirkungen (Bildung, Er- o

hat und Funktion der mannlichen Abb. 1.8 Stukturformel von Testosteron
Geschlechtsorgane) hat Testosteron eine anabole Wirkung auf den allgemeinen Stoff-
wedhsel. Es regt die Proteinsynthese an und erhoht die Stickstoffretention (Karlson
1994). Untersuchungen bei Vogeln ergaben eine Anderung des Temperaturhaushaltes,
aber keine Anderung im Energiestoffwechsel bei Testosteronsubstitution (Feuerbacher
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1981). Thurman et al. fand 1988 heraus, dass bel Mausen eine Testoserongabe al-
renal-corticade Parenchymzellen vor Nekrosis <hiitzt.

Testosteron wird wegen der dem Cholesterin ahnlichen Struktur als potentielle scher-
reduzierende Substanz getestet. Es besteht die Mdglichkeit einer Ruckregktion des
Testosteron zu Cholesterin, aus welchem es produziert wird.

1.2.6.7 f-Cyclodextrin und Methyl-Cyclodextrin

Cyclodextrine (CD) sind sehr stabile zykli- oo
sche Oligosaccharide, die je nach Grof3e der ° R'OCHH

o) (o]

Ringe as a-, - oder y-Cyclodextrin be- R‘OCHH{_‘}OR Jor

R™

zeichnet werden. Auf diese Weise werden 9 .
6-Ringe (a), 7-Ringe (f) und 8Ringe (y) );j, RROiY
unterschieden. Die Oligosaccharide kdnnen o
in der 2-, 3- oder 6-Position der Hydroxyl-
gruppen substituiert werden, um die Eigen-
schaften der Cyclodextrine, z.B. die  APb- 1.9 Srukturformel von B-CD
Loslichkeit zu verbessern. Dies ist bei Methyl-CD der Fall. Es ist ebenfalls ein -CD,
welches sich aber in Wasser statt wie unsubstituiertes $-CD in Natronlauge (NaOH)
l6st. CDs werden vorwiegend flr eine Verbesserung der Bioverfligbarkeit von unge-
niigend wasserldslichen Pharmazeutika eingesetzt. Die entsprechenden Substanzen
werden vom CD komplexiert, kénnen so zur Behandlung verabreicht und leichter vom
Korper aufgenommen werden. Zum Beispiel werden Diclofenac und Piroxicam, zwei
Saure-Antiphlogistika, als Einschluskomplex mit CD verabreicht, weil die Loslich-
keit der einzelnen Stoffe au gering ist, um die bendtigte Wirkung erzielen zu kénnen
(Vikman 1996 Piel).

In anderen Untersuchungen sind CDs als Ersatzgtoffe fur Rinder Serum Albumin
(BSA) bzw. fur fotales Kalberserum in Kulturmedien eingesetzt worden (Ohmori
1988 Yamane 1981 und Minamoto 1991). Auch wird Uber eine Adsorption zelltoxi-
scher Substanzen in Kultivierungen berichtet (Ohmori 1988. Aufgrund dieser Wir-
kung und der Ahnlichkeit der CDs mit Serum und BSA, die beide scherreduzierend
wirken, werden -CD und Methyl-CD als patentielle, scherreduzierende Substanzen
getestet.

NBO

R OCHH
R OCHH

1.2.6.8 Mediumzusatze zur Scherstresgeduzierung in der Literatur

In der Literatur |&sst sich eine grofl3e Anzahl an Zusétzen finden, die alle eine Scherre-
duzierung in Zellkulturen bewirken. Die bekanntesten sind Polyethylenglycole (PEG)
und Pluronic F68 (PF68). IThre Wirkung hangt von verschiedenen Aspekten ab, z.B.
von ihrer Konzentration im Zellkulturmedium und von der Inkubationsdauer. Auch
kénnen verschiedene Zellarten auf die unterschiedlichen Zusitze anders reagieren.
Eine Ubersicht ist in Tabelle 1.2 zusammengestellt.
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Zéelllinie - SF-9 Myeloma BHK-21 Hybridoma CHO
Additive |
PEG Chattopadhyay et al. 19% Chattopadhyay et al. 1995  Michadset ad. 19%
van der Pol et a. 1995a Micheds/Papoutsakis 1991  van der Pol et a. 1995
van der Pol et a. 1995
Michads 1991
Dextran Chattopadhyay et al. 199  van der Pol et al. 199%H van der Pol et d. 199%H
Goldblum et al. 1990 McQueen/Bailey 1989
PF68 Chattopadhyay et al. 199  Chattopadhyay et al. 19% Chattopadhyay et al. 199  Chattopadhyay et al. 1995  Michads 1995
Goldblum et al. 1990 McQueen/Bailey 1989 Micheds/Papoutsakis 191 Michadset a. 19%b
Murhammer/Goochee1983 Handaet al. 1987 Zhang et a. 1992
Handaet al. 1987 Goldblumet al. 1990
Michads 1991
Lidemannet a. 1996
Methocel Chattopadhyay et al. 19% Michads 1995
Goldblum et al. 1990
PVA/PVP Chattopadhyay et al. 19% Chattopadhyay et al. 1995  Michads 199%
van der Pol/Tramper 1998
Michads 1995
Chodesterin Tomeczkowski et. al. 1993
BSA Chattopadhyay et al. 19%
Lidemannet a. 1996
Serum Chattopadhyay et al. 199  Handaet al. 1987 Chattopadhyay et al. 199  Chattopadhyay et a. 19%
Goldblumet al. 1990
Kunas/Papoutsakis 1990
Carboxymethyl- Chattopadhyay et al. 19%
cellulose
TPB McQueen/Bailey 1989 Chattopadhyay et al. 19%

Tab. 1.2 Untersuchungen von Mediumzusatzen in verschiedenen Zell kulturen
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2 M aterial und M ethoden

2.1 Zélllinie- und kultivierung

Verwendet wird die Suspensionszelllinie CHO-Tf70R (Chineese Hamster Ovary),
eine Weiterentwicklung der CHO-K1-Zelll inie von Puck (Puck 199). Sie produziert
den Wirkstoff , tisaue Plasminogen-Activator” (t-PA). Es handelt sich hierbel nicht um
eine Hochleistungszelll inie. Die maximale Zelldichte liegt bei 1-1,5 Millionen Zellen
pro Millil iter. Sie wird im serum- und proteinfreien Medium BP1P.F. (Bio Whittaker,
Belgien) kultiviert. Glukose und Glutamin werden dem Medium in der Konzentration
von 2,5 ¢/l bzw. 0,25 gl zugesetzt.

Die Stammkulturhaltung erfolgt im Brutschrank (Typ BB16, Heraaus Instruments)
bei 95%iger Luftfeuchtigkeit, 5% CO,-Gehalt, 25 rpm Ruhrergeschwindigkeit (Mo-
dell MCS-104S, Tedne) in Tedhne-Ruhrerflaschen bei 37 °C Kultivierungstempera-
tur. Bei grof3er Zelldichte wird die Stammkultur unter den gleichen Bedingungen, je-
doch bei 31°C Kultivierungstemperatur gehalten. Zur optimalen Kultivierung und
dem Anlegen von eingefrorenen Zellreserven wird auf die einschlégige Literatur ver-
wiesen (Lindl/Bauer 1992).

Eswerden die fur Tierzellarbeiten ndtigen Sterilitétsbedingungen eingehalten.

2.2 Kultivierungsbedingungen der Experimente

Die Experimente werden in zwei Versuchsreihen unterteilt: die Vorversuche air
Toxizitét der Kultivierungszusitze in 6- bzw. 12-Loch-Platten (Eurolab, Minchen)
und die in 250 ml Techne-Flaschen durchgefuhrten Kultivierungen mit anschlief3en-
den Scherstressexperimenten. In den Toxizitéatsversuchen wird die maximale Konzen-
tration der Additive, die ohne Zellschédigung zugesetzt werden kann, ermittelt. Der
Konzentrationsbereich variiert dort zwischen 0,5 mg/l fur Lithocholsdure und bis zu
800 mg/I fur Cholséure. Die Toxizitétsversuche finden bei 37 °C statt.

Die Kultivierungen fir die Scherstressversuche werden entweder wie die Toxizi-
tétsversuche bei 37 °C oder mit Temperaturanderung zweieinhalb Tage bei 37 °C und
zweieinhalb Tage bei 31 °C kultiviert. Die Versuche mit Temperaturshift tragen in der
Versuchsbezeichnung den Buchstaben T.

Die Kultivierungszusdtze werden am Animpftag der einzelnen Kultivierungen den
entsprechenden Kulturen unter nadchfolgenden Bedingungen sterilfiltriert zugesetzt
(vgl. Tab. 2.1).
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Zusitze eingesetzte Konzen- Ldsungsmittel Versuchsbezeichnung
trationen [mg/l]
Cholesterin 75, 100, 125 Medium CI07-10; CV01-04*,
LCO01, CT01
Cholsdure 25,50, 75 Medium CHO01-04, LCHO1,
CHTO05-06
CHCO01, CHPCO1
Ergosterin 2, ,5,10 abs. Ethanol EO1-EO3
Retinol 25, 5,10 abs. Ethanol R01-04, LR06, RT06
Lithocholsdure - - -
Deoxycholsdure 4,10 Medium:1 M D01
NaOH, 4:1
Phosphatidylcholin 25, 50 abs. Ethanol PCO01, PCLO1
Testosteron 75, 100 Medium TO1, TLO1
B-CD 75, 100 Medium B-CDO1
Methyl-CD 75, 100 Medium M-CDO01

Tab. 2.1: Einsatzbedingungen der Mediumzusdtze in den einzelnen Scherstress

versuchen

Vorkultur wird drei Tage vor dem eigentlichen Experiment mit der entsprechenden Konzentration
kultiviert

2.3 Scherstressver suche

Die Scherstressversuche werden in einem Viskosimeter der Firma Contra-
ves/Schweiz (Rheomat 115 Typ N + 100 durchgefiihrt. Verwendet wird der Edel-
stahl-Doppel spalt-Messkorper MS-DIN 125 (Mettler-Toledo). Der Innenradius des
Systems betrégt 2,275 mm der AuRenradius 2,3491 mm. Bei allen Versuchen ist die
Stufe drei der Grenzfrequenz sowie die Drehzahlstufe avolf angewahlt. Das Viskos-
meter befindet sich nicht unter Brutschrankbedingungen. Das angeschlossene Wasser-
bad erwarmt das Viskosimeter auf die geforderte V ersuchstemperatur.

Um den pH-Wert wéahrend des Versuchs konstant zu halten, wird dem normalen
Kultiverungsmedium  der  Zusatzstoff — 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-
ethansulfonsdure (HEPES) (Sigma.-Aldrich) hinzugefiigt (Scherstressmedium). Das
Scherstressmedium enthalt keine Scherstressadditive.

Die Scherstressversuche werden in Kurz- und Langzeitversuche unterteilt. Die
Kurzzeitversuche dauern drel Stunden. Sie werden unter unsterilen Bedingungen
durchgefuhrt, da das Bakterienwachstum sich in dieser kurzen Zeitspanne nicht nega-
tiv auf die Tierzellpopulation auswirkt. Die Langzeitversuche dauern 24 Stunden. Ste-
riles Arbeiten ist erforderlich, damit Bakterien die Messergebnisse nicht verfélschen.
Daau wird der Reektionsraum bei 1 bar Uberdruck 40min bei 121°C autoklaviert
(Typ 9710E, Integra Bioscience).
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Es werden 15 ml Scherstressmedium mit einer Zelldichte von 25*10* Zellen pro
Millil iter in den Re&tionsraum eingefiillt. Dabel werden die Zellen den entsprechen-
den Kulturen in der erforderlichen Menge entnommen, bei 1500rpm 2 min abzentri-
fugiert (Labofuge 6000 Heraaus), der Uberstand dekantiert und verworfen sowie die
Zellen in 16 ml Scherstressmedium resuspendiert. Diesen 16 ml wird ein Millil iter als
Nullprobe fir Analysen entnommen. Die restlichen 15ml werden fir den Versuch
verwendet.

Die tatsdchliche Drehzahl der laufenden Messung wird wahrend der Versuche wie
folgt von der am Gerét befindlichen Digitalanzeige &gelesen. Bei Kurzzeitversuchen
wird der Anfangswert, der Wert zur Halbzeit und der Endwert notiert. Dagegen wer-
den bei Langzeitversuchen neben dem Anfangs- und dem Endwert Uberwiegend zwei
oder drel Werte wahrend des Versuchs notiert. Die ehaltenen Werte werden gemittelt
und zur Berechnung von T verwendet.

T=1%,M (13)
M = gemitteltes Drehmoment (Digitalanzeige)

2.4 Analytik

2.4.1 Zellzahl

Die Zellzahl der einzelnen Kulturen wird mikroskopisch (Olympus BH2) be-
stimmt. Verwendet werden Neubauer und Neubauer-improved Zahlkammern. Die
Bestimmung der Zell zahl erfolgt vierfach.

Fur die Unterscheidung zwischen lebenden und toten Zellen wird die Zellprobe
eins zu eins mit Trypan Blue (Sigma-Aldrich) verdimt und bei 100facher Vergroie-
rung ausgezihlt. Die Bestimmung der Gesamtzellzahl erfolgt durch die Abtrennung
der Zellen vom Medium (2 min bei 1500rpm, Eppendorf Centrifuge 5415C) und die
anschlief3ende Resuspension in der gleichen Menge einer Kristallviolettlosung (0,1 g
Kristallviolett, 10 ml Triton X-100, 21,014g Zitronensaure auf 1| bidestielliertes
Wasar). Die Zellzahl wird bei 200facher Vergroferung ausgezahit.

2.4.2 Glukose und L aktat

Die Konzentrationsbestimmung von Glukose und Laktat erfolgt simultan. Fur die
Messung wird die Zellprobe 2 min bei 1500rpm zentrifugiert und der Uberstand in
einem halbautomatischen Analyzer der Firma Yellow Springs Instruments (Y SI 2700
Seled) gemessen. Das Mesgrinzip ist der Firmenschrift zu entnehmen (Yellow
Springs Instruments, 1996.

Anhand der Konzentrationen ist der Stoffwechsel zu verfolgen.
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2.4.3 L aktatdehydrogenase (L DH)

Die LDH-Bestimmung erfolgt photometrisch (Uvikon 930, Kontron Instruments)
bei 3401 nm. Zur Bestimmung wird das Testkit DG 1340-K der Firma Sigma-Aldrich
verwendet. Das Mesgrinzip ist der Firmenschrift zu entnehmen (Sigma-Aldrich, Fir-
menschrift LDH Opt., 1998. Es wird der relative LDH-Wert gemessen. Das heildt, die
absolute Aktivitdt des LDHs im Medium vor und nach den Versuchen ist nicht inter-
essant, sondern die Zunahme des der Aktivitét ist entscheidend.

Die LDH-Aktivitéat steht in engem Zusammenhang mit der Zellvitalitét. Hohe
Werte deuten auf eine Vitalitétsabnahme hin.

2.4.4 Ammonium

Die Ammoniumkonzentration wird ebenfalls bei 3401 nm (Uvikon 930 Kontron
Instruments) photometrisch bestimmt. Dazu wird ein Testkit (Nr. 1 111 753) der Fir-
ma Biopharm eingesetzt. Fur die Messung missn zuerst die Proteine entfernt werden.
Daau werden Probe und Perchlorsaure im Verhaltnis 1:2 gemischt, eine halbe Stunde
bei 4 °C gekuhlt und anschlief3end bei 5500rpm 5 min abzentrifugiert. Das Mesrin-
zip ist der Firmenschrift zu entnehmen (Boehringer Mannheim, Firmenschrift Ammo-
niak, 1999.

Ammoniak ist ein Stoffwechselmetabolit der das Zellwachstum bedntradtigt. Fur
CHO-Zellen sind Konzentrationen von 36 ks 75 mg/l wachtumshemmend (Butler
1985. Toxische Konzentrationen liegen fur die Zellen ab 150mg/l vor (Kurano
1990.

2.4.5Protein

Die Proteinbestimmung erfolgt photometrisch (Immunoreader NJ-2000 bei
620nm. Verwendet wird das Micro-Coomassie-Testkit (Nr. 23200 UN1760) der
Firma Pierce, zum Messprinzip siehe Firmenschrift Pierce 1998

Aus der Proteinbestimmung konnen Rickschliise auf den Stoffwechsel gezogen
werden.

2.4.6 Cholesterin

Zur Cholesterinbestimmung wird ein Testkit (Nr. 352-20)der Firma Sigma-Aldrich
verwendet. Die Bestimmung erfolgt photometrisch bei 500 nm (Uvikon 930, Kontron
Instruments) bestimmt. Entgegen der Anleitung wird aufgrund der geringen Choleste-
rinkonzentration der Volumenanteil der Messprobe von 10 ul auf 100l erhéht. Fr
das Messprinzip wird auf die Firmenschrift Cholesterin der Firma Sigma-Aldrich
verwiesen (1998.

In den Cholesterinversuchen kann anhand dieser Untersuchung eine Aufnahme des
Zusatzes in die Zelle verfolgt werden.
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2.4.7 Aminosauren

Die Aminosaurenbestimmung erfolgt mittels high performance liquid chromato-
graphy (HPLC). Verwendet wird eine reversed phase (RP) C'® Saule von waters, mit
der die mit ortho-Phthalaldehyd (OPA) derivatisierten Proben analysiert werden.

Zur Probenvorbereitung werden die Uberstande im Verhdltnis eins zu eins mit
Methanol vermischt und eine halbe Stunde bei 4 °C aufbewahrt. Anschlief3end werden
sie bei 5500rpm fur 5 min zentrifugiert.

Anhand der Aminosaurekonzentrationen kann der Stoffwechsel der Zellen verfolgt
werden.

2.4.8t-PA

Die Konzentration des Glykoproteins t-PA wird anhand eines enzyme linked im-
muno sorbent assay (ELISA) der Firma Diagnostic International (Nr. 10 100) be-
stimmt. Die Mesaung erfolgt bei 490 nm (Immunoreader NJ-2000. Zum Mesgrinzip
siehe die Firmenschrift biopoal.

Die Bestimmung gibt Aufschluss dartiber, ob und in welcher GréRRenordnung die
Zellen das Zielprotein produzieren oder ob sie durch eine Beeintrachtigung in der
Produktion gestort werden.

2.4.9 Wachstumsrate

Das Wachstum der Zellen ist nicht limitiert. Im Idealfall entstehen in der exponen-
tiellen Wachstumsphase aus jeder Zelle avei Tochterzdlen. Die Wadstumsge-
schwindigkeit r, ist durch die Anderung der Lebendzellkonzentration X definiert:

dX
r, = ’m =uX (11
u= zdl spezifische Wachsumsrate
Fur die zllspezfische Wachstumsrate p ergibt sich ein logarithmischer Zusammen-
hang:
_InX,-InX;
) t,-t

X1, X, = Lebendzellkonzentrationen zum Zeitpunkt ty, t,

(12

2.4.10 Spezifische Substratverbrauchs- und Produktbildungsraten

Fur den Glukoseverbrauch und die Bildung von Laktat, Ammonium und t-PA wer-
den die entsprechenden Raten berechnet. Fir die Substratbil dungsrate gilt bel satzwei-
sem Betrieb:

_dS_
s = a - qs D((t) (13)

S

dS = Anderung der Substratkonzentration, s = zellspezifische Verbrauchsrate, X (t) = Gesamtzellkonzentration
zum Zeitpunkt t
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:_ES 14
G =% (14

Q. = spezifischer Verbrauch, x = mittlere Lebendzell zehl = 21+ X2 ;xz

Fur die Verbrauchsgeschwindigkeit ergibt sich:

_S-S
Qs_tz_tl (15)

S;, S = Substratkonzentrationen zum Zeitpunkt ty,t,

Fur die Produktbil dung lassen sich aquivalente Gleichungen aufstellen.
2.4.11 Uberlebensrate

Die Uberlebensrate Rs ist der prozentuale Anteil der Lebendzellzahlen nach dem
Scherstressexperiment in Bezaug auf die anfangliche Lebendzellzahl.

2.5 Mediumzusatze

Die Mediumadditive werden zu Beginn der Kultivierungsreihe den einzelnen Kul-
turen zugesetzt. Eine Ausnahme bilden die Experimente CV01 ks CV03, denen die
Additive in der Vorkultur drei Tage vor dem Beginn der Kultivierungsreihe aigesetzt
werden.

2.5.1 Cholesterin

Cholesterin wird in wasserléslicher Form (Sigma-Aldrich, C1145 den entspred-
enden Kulturen zugesetzt. Dabei werden zwei unterschiedliche Ansdtze vorgenom-
men:

* Ansatz @ns enthdlt 1200mg/l Cholesterin, was bei einem Volumen von 150 ml und

10 % Fehler eine Einwaage von 0,05 g erfordert.

* Ansatz awei enthalt 125mg/l und erfordert unter den gleichen Bedingungen eine

Einwaage von 0,07 g.

Fur die Versuche werden je einmal 500 ml der genannten Lésungen angesetzt und bei
4 °C aufbewahrt. Fir die weiteren Versuche werden die Losungen jewells bei Ver-
suchsbeginn neu angesetzt. Die Cholesterinlosungen werden dem Medium sterilfil-
triert zugesetzt.

2.5.2 Ergosterin

Fur die Ergogterinversuche wird eine Stammldsung angesetzt. Es werden dafir
0,05 g Ergosterin (Sigma-Aldrich, E6510 in 30 ml abs. Ethanol gelost. Die Stamml6-
sung hat somit eine Konzentration von 1,67 g/l. Sie wird nicht serilfiltriert und bei
4°C aufbewahrt. Den Versuchen werden die benétigten Volumina bel
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Versuchsbeginn zugesetzt, bspw. 593 ul fir 200ml einer Kultur mit der Konzentration
von 10 mg/l. Die unterschiedlichen Ethanolmengen werden durch Zugabe der entspre-
chenden Mengen zu den anderen Kulturen ausgeglichen.

2.5.3 Gallensduren: Cholsaure, Lithocholsdure, Deoxycholsaure

Fur die Cholsdureversuche wird bei Versuchsbeginn eine Stammldsung frisch in
Medium angesetzt, serilfiltriert und werden die entsprechenden Volumina den einzel-
nen Kulturen zugesetzt. So werden bspw. 0,109 des einfachen Natriumsalzes der
Cholsdure (Sigma-Aldrich, C6445 in 10ml Medium aufgelost. Die so erhaltene
Stammlésung hat eine Konzentration von 10 ¢/l. Sie wird bei 4 °C aufbewahrt. Fir
100ml einer Kultur mit der Konzentration von 50 mg/I erfordert dies eine Zugabe von
500 pl der Stammlésung, fir 75 mg/l werden 750 ul benttigt.

Die Versuche mit Lithocholsaure (Sigma-Aldrich, L6250 erfordern die Auflésung
der Substanz in abs. Ethanol. Es wird eine Stammlésung von 0,10 g Lithochol-séure
auf 10 ml Ethanol angesetzt. Sie wird nicht sterilfiltriert und bei 4 °C aufbewahrt. Fir
die verschiedenen Konzentrationen werden die entsprechenden Volumina aigesetzt.
Es erfolgt kein Ausgleich der unterschiedlichen Ethanolkonzentration, da es sich bei
diesem Versuch um einen Toxizitétstest handelt. Vielmehr werden die Auswirkungen
der verschiedenen Ethanolkonzentrationen durch den Vergleich mit Referenzen mit
der gleichen Ethanolkonzentrationen kompensiert.

Eine Stammloésung von 4,0 g/l Deoxycholsaure (Sigma-Aldrich, D2510 in 0,2 M
NaOH wird fir die Versuche angesetzt. Sie wird sterilfiltriert und bei 4 °C aufbewahrt.
Fur die entsprechenden Konzentrationen werden die eforderlichen Volumina aige-
setzt und de daraus resultierenden unterschiedlichen NaOH-Konzentrationen der ein-
zelnen Kulturen in der Versuchsreihe durch NaOH-Zugabe ausgeglichen. Die NaOH-
Zugabe wird ihrerseits durch die gleiche Stoff menge an HCI kompensiert.

2.5.4 Retinol

Fur die Versuche mit Retinol (Sigma-Aldrich, R7882 wird eine Stammldsung von
0,059 in 2 ml abs. Ethanol angesetzt. Die Konzentration betrégt demnach 25,00 g/l.
Die Losung wird nicht sterilfiltriert und bei 4 °C aufbewahrt. Die in den Versuchen
verwendeten Volumina sind so gering, dassauf einen Ausgleich der Ethanolkonzen-
tration verzichtet wird.

2.5.5 Phosphatidylcholin

Fur die Experimente mit PC (Sigma-Aldrich, P3644 werden 0,150g PC in 3 ml
abs. Ethanol aufgelost. Die Konzentration betragt demnach 50 g/l. Die Lésung wird
nicht sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. Die Zugabe efolgt bei Versuchsbeginn. Auf
einen Ausgleich der Ethanolkonzentration wird aufgrund der geringen Menge ver-
zichtet.
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2.5.6 Testosteron

Testosteron (Sigma-Aldrich, T50395 wird den Versuchen ebenfalls als Stammlo-
sung zugesetzt. Esliegt in einer wasserléslichen Form vor, da es 2-Hydroxypropyl-3-
Cyclodextrin stabilisiert ist. Die Stammldsung hat eine Konzentration von 4,95 ¢/l und
wird duch das Loésen von 0,24 g Substanz (das entspricht 24,8 mg Testosteron) in
5 ml Medium erzeugt. Die Stammlésung wird sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. Bel
Versuchsbeginn werden die &uivalenten Mengen zugesetzt.

2.5.7 B-Cyclodextrin und M ethyl-Cyclodextrin

Fur die Experimente mit 3-CD (Sigma-Aldrich, C4809 wird eine Stammlésung
von 50 ¢/l angesetzt, indem 0,109 in 2 ml NaOH gelos werden. Die Lésung wird
sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert. Aufgrund der geringen Volumina, die in den ein-
zelnen Versuchen verwendet werden, wird auf einen NaOH-Ausgleich zwischen den
einzelnen Kulturen sowie aif eine Neutralisierung verzichtet.

Methyl-CD (Sigma-Aldrich, C4555 Substitutionsgrad 105-14,7) wird in bidestil-
liertem Wasser gelost. Es werden 0,10 g in 2 ml Wassr gegeben. Die Konzentration
der Losung betrégt 50 g/l. Die Losung wird sterilfiltriert und bei 4 °C gelagert.
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3 Ergebniss und Diskusson

3.1 Toxizitatstests

Die in den Toxizitatstests eingesetzten Substanzen werden in folgende Gruppen zu-

sammengefasst:

* Gruppel: Cholesterin und Ergogterin, weil beide die gleiche Funktion jedoch in
verschiedenen Zellen erfillen,

e Gruppell: Cholsdure, Lithocholsaure und Deoxycholséaure, weil sie alle a1 der
Gruppe der Gallenséuren gehdren,

e Gruppelll: Phosphatidylcholin, Testosteron und Retinol, weil sie aufgrund ihrer
Funktionen keiner anderen Gruppe auzuordnen sind,

e GruppelV: B-Cyclodextrin und Methyl-Cyclodextrin, weil sie aufgrund ihrer
Struktur Molekile komplexieren kénnen und beide nicht in der
Natur vorkommen; es ist keine Einlagerung in die Zellmembran
madglich und die Substanzen kdnnen nicht verstoffwedchselt werden.

3.1.1 Ethanal

Einige der zu untersuchenden Substanzen werden in Ethanol (EtOH) gelost. Damit
der Einfluss des Ethanols in den Versuchen von dem der Substanzen unterschieden
werden kann, wird ein Toxizitatstest mit Ethanol durchgefiihrt.

Es werden vier Kulturen mit den Ethanol-Konzentrationen 0,12 %, 0,20 %, 0,32 %,
und 0,64 % untersucht. Sie werden mit einer Referenz, die kein Ethanol enthalt, ver-
glichen. Dabei entwickeln sich die Lebendzellzahlen der Kulturen bis 0,32 % Ethanol

07 a 012 % EtOH

{ e 0,20 % EtOH :
40 4 0,32 % EtOH ////.

—v— 0,64 % EtOH 7

| Referenz, 0 % EtOH //: ] v
30 - / /

/ A 4

) P
// L]
—B
" v
o \
v
T T T T

T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Zeit [h]
Abb. 3.1 Lebendz€dllzahl im EtOH-Toxizitétstest

Zellzahl [*10* Ze/ml]
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analog zur Referenz (vgl. Tab. 3.1). Geringe Abweichungen treten bei der Kultur mit
0,20 % EtOH auf. Eine Beeinflussung zeigt sich in der Kultur mit 0,64 % EtOH. Hier
verringert sich die Lebendzellzahl in den ersten 46 Stunden auf 8*10 Zellen pro Mil-
liliter. Am Ende der Kultivierung werden weder die gleiche noch dhnliche Lebend-
zellzahlen wie bei der Referenz areicht.

Werden die Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten der Kulturen miteinan-
der verglichen, fallt eine hthere Verbrauchs- sowie Produktionsrate der Kultur mit
0,64 % EtOH auf (vgl. Tab. 32 und 3.3). Dies deutet auf einen Einfluss des EtOH auf
die Zellen der Kultur hin, da mehr Glukose verbraucht und mehr Laktat produziert
wird. Die Verbrauchs- und Produktionsraten der restlichen Kulturen sind vergleichbar.

357 —m— 0,12 % EtOH

204 . v —e— 0,20 % EtOH
. >\ 0,32 % EtOH

2.5 \ —v— 0,64 % EtOH
\~ Referenz, 0 % EtOH
2,0 -
°
v
1,5

1,0 1
0,5- \n\

0,0 ' " ' " ' " ' " ' " ' "

Verbrauchsrate [g/d*1 Mio. Ze]

Zeit [h]

Abb. 3.2 Glukoseverbrauchsrate im EtOH-Toxizitatstest
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J \\v
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0,5 \
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Abb. 3.3 Laktatproduktionsrate im EtOH-Toxizitatstest
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Aufgrund dieser Daten kann von einem Einfluss des EtOHs ab einer Konzentration
von 0,64 % ausgegangen werden. Volumina der in EtOH zu lésenden Medium-
additive, die eine Konzentration tber 0,64 % EtOH in den Kulturen bedeuten, sollten
vermieden werden.

3.1.2 Gruppel: Cholesterin und Ergosterin

Cholesterin wird als wasserlésliches Derivat im Medium BioPro P.F. 1 aufgelost.
Es wird eine Stammldésung von 1 g/l verwendet. Weil aus der Literatur bekannt ist
(Tomeczkowski et al. 1993, dass Konzentrationen tber 100mg/lI Cholesterin einen
toxischen Einfluss auf adhérente BHK21-Zellen heben, soll in einem ersten Test die
toxische Konzentrationsobergrenze in einem Bereich von 175mg/l bis 500mg/| fest-
gestellt werden.

Wie in Abb. 3.4 zu erkenren ist, unterscheiden sich die Lebendzellzahlen erst in
der 92. und in der 126. Stunde deutlich voneinander. Die Kulturen mit Cholesterinzu-
satz iiber 175mg/l enthalten von 11*10* bis zu 38*10" weniger lebende Zellen pro
Millil iter als die Vergleichskultur. Die Totzdlzahl (vgl. Abb. 3.5) lasst dagegen eine
viel frihere Differenzierung im Wachstumsverhalten der Kulturen erkennen. Die Tot-
zellzahlen unterscheiden sich bereits in der 70. Stunde um bis zu 6*10* Zellen pro
Millil iter voneinander.

Bei der Betracdhtung der Vitalitétsverlaufe der einzelnen Kulturen (vgl. Abb. 3.6)
ist eine Vitalitdtsabnahme der mit Cholesterin versetzten Kulturen erkennbar. Die Vi-
talitét nimmt ab der 40. Stunde kontinuierlich ab und sinkt bei den Konzentrationen
von 400 mg/l und 500mg/| bis auf 30 % ab. Das Cholesterin wirkt sich demzufolge ab
einer Kultivierungsdauer von 40 Stunden sichtbar negativ auf die Vitalitdt der Zellen
aus. Der verschlechterte Zustand der Zellen bednflusst seinerseits das Zellwachstum
negativ. Dabel ist eine Abhangigkeit der Wachstumsbeeinflussung von der Konzen-
tration des Cholesterins deutlich.

0 7] —m—Referenz
651 —e—500 mg/I Cholesterin N
60 - 400 mg/l Cholesterin
1 —v— 300 mg/lI Cholesterin
55 H . n u
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€ 504 +
B ] L 4
N 454 o °
vo -
— 40 v
I-)<_. .
CEU 35- +
N 30 1 b
g 5] =
N ] — v
20 H
15 2
1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1 M 1
0 25 50 75 100 125 150

Zeit [h]

Abb. 3.4: Lebendzdlzahl im ersten Cholesterin-Toxi zitatstest
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Abb. 3.6 Vitalitdt im ersten Cholesterin-Toxizitatstest

Die hier getesteten Konzentrationen sind als Zusatz fur Kultivierungen, die langer
als zwei Tage untersucht werden sollen, nicht geeignet, da sie das Zellwachstum ne-
gativ beeinflussen und so einen Vergleich zwischen den Kulturen nicht zulassen. Aus
diesem Grund wird ein weiterer Toxizitatstest mit geringeren Konzentrationen durch-
gefihrt.

Im zweiten Cholesterin-Toxizitéistess werden die Kulturen mit Cholesterin-
Konzentrationen zwischen 75 und 125mg/| versetzt. Wie in Abb. 3.7 zu erkennen ist,
differieren auch hier die Lebendzellzahlen der Kulturen mit Cholesterin-Zusatz. Die
Differenz betragt in der 90. Stunde 3*10 bis 12*10* Zellen pro Millil iter. Damit ist
sie im Durchschnitt um ein Drittel geringer als die Lebendzellzahldifferenz im ersten
Test zur gleichen Stunde. Im Gegensatz zum ersten Test unterscheiden sich die
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Zellzahlen in der 115 Stunde nicht wesentlich voneinander. Die gréf¥e Abweichung
zur Referenz zeigt dort die Kultur mit 85 mg/I Cholesterin-Zusatz mit 5*10* Zellen
pro Milliliter.

Die Totzdlzahlen unterscheiden sich bis zur 90. Stunde nicht voneinander (vgl.
Abb. 3.8). Erg in der 115 Stunde treten offensichtliche Differenzen auf. Dabei ist es
gerade die Kultur mit der geringsten Cholesterin-Konzentration, die eine Differenz
von 12*10* Zellen pro Millil iter aufweist. Die Totzellzahlen der mit hoheren Chole-
sterin-Konzentrationen versetzten Kulturen sind mit 15 (+/-1)*10* Zellen pro Millili-
ter vergleichbar.

Bei der Betrachtung der Vitalitatsverlaufe des zweiten Toxizitétstests mit Choleste-
rin falt auf, dassdie Vitalitéat der Referenz bis zur 70. Stunde niedriger ist als die der
mit Cholesterin versetzten Kulturen (vgl. Abb. 3.9). Dies liegt an der niedrigeren
Startvitalitét der Referenzkultur. Ausschlaggebend ist, dasssich die Vitalitdt der Cho-

lesterin-Kulturen im Versuchszeitraum nicht mal3geblich von der Referenz unter-
scheidet.
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Abb. 3.7 Lebendzelzahl im zweiten Cholesterin-Toxizitéatstest

Zellzah! [*10 Ze/mI]

25
—m— Referenz

—— 75 mg/l Cholesterin
85 mg/l Cholesterin

—w— 100 mg/l Cholesterin
110 mg/l Cholesterin ¥

—+—125 mg/l Cholesterin

20

15

o | %g/ s

T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Zeit [h]
Abb. 3.8 Totzellzahl im zweiten Cholesterin-Toxizitétstest

Zellzah! [*10* Ze/ml]
N
\ﬁ\\




3 Ergebnisse und Diskussion

26

90
o5
80-
75

70 H

Vitalitat [%]

65 -
60 -

55 4

50

—m— Referenz

—@— 75 mg/l Cholesterin
85 mg/l Cholesterin

—Wv— 100 mg/I Cholesterin
110 mg/l Cholesterin

—+— 125 mg/lI Cholesterin

T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Zeit [h]

Abb. 3.9 Vitalitét im zweiten Chol esterin-Toxizitétstest

Anhand der gewonnenen Daten ergibt sich ein Einsatzbereich von Cholesterin als
nicht-zellschédigendes Additiv in CHO-Kulturen in einem Bereich bis 125mg/l.
Oberhalb dieser Konzentration bis 175mg/I liegen keine Daten vor. Der Konzentrati-
onsbereich Uber 175mg/l erweist sich als eindeutig toxisch und sollte deshalb vermie-

den werden.

Ergosterin ist im wasgigen Medium nicht |6slich und lasg sich auch in Ethanol
nur in geringen Mengen I6sen. Es wird eine Stammlésung mit 5,5 g/l angesetzt. Fur
den Toxizitétstest werden Konzentrationen zwischen 10 mg/l und 55mg/I eingestellt.

Die Lebendzellzahlen des Toxizitétstests (vgl. Abb. 3.10) sind niedrig. Trotzdem
lassen sich Unterschiede in der Anderung der Lebendzdlzahl erkennen. In den Kultu-
ren mit 40 mg/l und 55mg/I Ergosterin sinkt die Lebendzdlzahl bis zur 20. Stunde auf

Null ab. Diese Ergogterin-Konzentrationen wirken toxisch auf die Zellen, wie sich an
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Abb. 3.10 Lebendzellzahl im Ergosterin-Toxizitatstest, alle Kulturen mit 1 % EtOH
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der Vitditat (vgl. Abb. 3.11) ebenfalls feststellen lasg. Auffallig ist, dassinnerhalb
des Versuchszetraums von 73 Stunden die Lebendzellzahl aller Kulturen bis auf Null
Zellen pro Milliliter absinkt. Das lasg eine Schadigung der Zellen schon zu Versuchs-
beginn vermuten, die wahrscheinlich auf das unibliche, mehrfache Abzentrifugieren
der Zellen bel Kultivierungsbeginn in Kombination mit Ethanol wahrend der Kultivie-
rung zurtickzufihren ist.

Die unterschiedliche Anfangsvitalitét der Kulturen beruht zum einen auf den gerin-
gen Zellzahlen. Unterlauft bei der Zahlung ein Fehler, so wirkt er sich stérker auf die
Ergebnisse aus, als bei hohen Zellzahlen. Da die Kulturen alle aus der gleichen Vor-
kultur angeimpft werden, kann die Vitalitdt nicht um 30 % variieren. Fur einen Ein-
fluss des Ethanols und des Ergosterins ist die Einwirkzeit zu gering, weil die Probe
unmittelbar nach dem Animpfen genommen wird.
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Abb. 3.11 Vitalité im Ergosterin-Toxizitétstest, alle Kulturen mit 1 % EtOH
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Abb. 3.12 Totzdlzahl im Ergosterin-Toxizitéatstest, alle Kulturen mit 1 % EtOH
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Bei der Betrachtung der Totzdlzahlen (vgl. Abb. 3.12) ist kein Zusammenhang mit
der HOhe des Ergosterin-Zusatzes zu erkennen. Die Kultur mit der héchsten Konzen-
tration (55 mg/l) und die mit der niedrigsten (10 mg/l) differieren in den Totzdlzahlen
nicht. In der Referenz befindet sich die geringste Zahl an toten Zellen pro Milliliter.

Zur Feststellung des Toxizitétsbereichs von Ergosterin werden Glukoseverbrauchs-
und Laktatproduktionsraten wahrend der Kultivierung néher untersucht (vgl. Abb.
3.13u. 3.14). Es ergeben sich maximal drei Werte fur die einzelnen Kulturen, weil die
Kulturen schon nach wenigen Tagen absterben. Die Raten fir die hdheren Ergosterin-
Konzentrationen konnen nur ungeniigend mit der Referenz verglichen werden, da die
L ebendzellzahlen dieser Kulturen schon nach 20 bzw. 48 Stunden gleich Null sind.

Bei den ermittelten Raten wird festgestellt, dassdie Kulturen mit den Konzentrationen
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Abb. 3.13 Glukoseverbrauchsrate im Ergosterin-Toxizitdtstest, al e Kulturen mit 1 % EtOH

35
—Mm— Referenz

—@— 10 mg/l Ergosterin

20 mg/l Ergosterin
—w— 30 mg/l Ergosterin
25 40 mg/l Ergosterin

30 +

20 +

15

10

Produktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze]

Zeit [h]
Abb. 3.14 Laktatproduktionsrate im Ergosterin-Toxizitétstest, all e Kulturen mit 1 % EtOH
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von 10 mg/l sowie 30 mg/l Ergosterin bis zur 48 Stunde &nliche Glukoseverbrauchs-
raten wie die Referenz besitzen. Die Kultur mit der Konzentration von 20 mg/l besitzt
eine der Referenz vergleichbare Laktatproduktionsrate. Die Kultur mit 40 mg/l besitzt
der Referenz gegentiber sowohl eine ehohte Glukoseverbrauchs- als auch eine a-
hohte Laktatproduktionsrate.

Eine Einstufung der Ergosterin-Konzentrationen ist anhand der ermittelten Daten
schwierig, vor alem da sich in den einzelnen Kulturen EtOH-Konzentrationen von
1 % befinden, welchen nech Kap. 3.1.1 ein negativer Einfluss auf die Zellen zu-
kommt. Um fur anschlief3ende Kultivierungen den negativen Einfluss von Ergosterin
auf die Zellen definitiv ausschlief3en zu kénnen, sollten Konzentrationen tber 20 mg/I
vermieden werden. Im Toxizitétstest sterben die Kulturen tber 40 mg/l Ergosterin
sehr fruh ab.

3.1.3 Gruppell : Cholsdure, Lithocholsaure, Deoxycholsiure

Das Natriumsalz der Cholsaure l6st sich gut in wassrigen Medien. Mit einer
Stammlésung von 10 g/l werden in einem ersten Toxizitétstest Konzentrationen zwi-
schen 50 und 800mg/| eingestellt.

Die Vitalitétsverlaufe (vgl. Abb. 3.15) zeigen eine deutliche Abhangigkeit von der
Hohe des Cholsaure-Zusatzes. Ab einer Konzentration von 200mg/| ist ein negativer
Einfluss deutlich zu erkennen. Eine Cholsaure-Konzentration von 100mg/l bzw.
50 mg/l beenflusst die Vitalitét dagegen nicht.

Eine Betrachtung der Totzdlzahl (vgl. Abb. 3.16) der Kulturen zeigt ebenfalls eine
Abhangigkeit von der Hohe der Cholsaure-Konzentration. Die hohen Cholsdure-
Konzentrationen bewirken eine Erhdhung der Totzellzahl. Nach 20 Stunden ist die
Totzelzahl der Kulturen von 200 bis 800mg/l um 5*10* bis 810" Zellen pro
Millil iter hoher als die Totzellzahl der Referenz. Die Totzdlzahlen der geringer
konzentrierten Cholséure-Kulturen unterscheiden sich nicht wesentlich von denen der
Referenz.

—m— Referenz —Ww— 200 mg/l Cholsaure

] —®—50 mg/l Cholsaure 400 mg/l Cholsaure
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Abb. 3.15 Vitalité im ersten Cholsaure-Toxizitatstest
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Abb. 3.16 Totzdllzahl im ersten Cholsdure-Toxizitétstest
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Abb. 3.17 Lebendzdlzahl im ersten Cholsdure-Toxizitatstest

Die Verlaufe der Lebendzdlizahlen bestdtigen die Annahme, dass
Cholsdurekonzentrationen Uber 200mg/l einen negativen Einfluss auf das
Zellwachstum haben (vgl. Abb. 3.17). Die Lebendzellzahlen dieser Kulturen sinken
wahrend der Kultivierung von 10*10* auf 0*10*Zellen pro Milliliter ab. Hingegen
steigen die Lebendzellzahlen der Kulturen mit einer Konzentration < 100mg/I auf bis
zu 34*1(" Zellen pro Milli liter an.

Aus den gewonnenen Daten laésst dich schlusdolgern, dass eine
Cholsdurekonzentration Uber 200mg/l das Zellwachstum negativ beeinflusst.
Inwieweit dies auch auf die verwendeten Konzentrationen von 50 mg/l und 100mg/I
zutrifft wird in einem zweiten Toxizit&tstest untersucht.

In diesem werden Konzentrationen zwischen 25 wnd 150mg/l eingestellt.
Angesichts des Verlaufes der Lebendzellzahl (vgl. Abb. 3.19) und der Vitalitat
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Abb. 3.18 Vitalitat im zweiten Cholsdure-Toxizitatstest
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Abb. 3.19 Lebendzdlzahl im zweiten Chol siure-Toxi zitatstest

(vgl. Abb. 3.18) wird auf einen negativen Einfluss bei einer Cholsaure-Konzentration
von 150mg/l geschlossen. Die Lebendzellzahl und die Vitalitdt sinken im
Beobachtungszeitraum auf den Wert Null ab. Dagegen kann der Verlauf der niedriger
konzentrierten Cholsdure-Kulturen nicht eindeutig von denen der Referenz
unterschieden werden.

Die Totzdlzahlen (vgl. Abb. 3.20) kénnen nicht fir eine weitere Bestimmung
herangezogen werden, da sie sich um maximal 1*10* Zellen pro Milliliter
unterscheiden und damit im Bereich der normalen Abweichung liegen. Um
festzustellen, ob geringere Konzentrationen Auswirkungen auf den Stoffwechsel der
Zellen haben werden die Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate in die
Beurteilung miteinbezogen. Der Verlauf der Glukoseverbrauchsraten (vgl. Abb. 3.21)
zeigt eine Ahnlichkeit zwischen der Referenz und den niedrigsten Cholsiure-
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Konzentrationen von 25 und 50mg/l. Die hdher konzentrierten Kulturen weisen zum
Ende ihrer Kultivierung eine stark erhdhte Glukoseverbrauchsrate aif. Bei der
Laktatproduktionsrate sind die Cholsdure-Konzentrationen bis 75 mg/l geringer als die
Referenz (vgl. Abb. 3.22). Die Produktionsraten der héheren Cholesterin-Kulturen
sind gegeniiber der Referenz erhoht

Zusammenfassend kdnnen folgende Aussagen lber die getesteten Konzentrationen
im Cholséure-Toxizitétstest getroffen werden. Konzentrationen tber 150 mg/l sind
eindeutig zellschadigend und daher zu vermeiden. Im Konzentrationsbereich zwischen
50 mg/l und 100mg/I treten Abweichungen zur Referenzkultur auf. Konzentrationen
unter 50mg/l sind ncht zelltoxisch und kdnnen demzufolge in Kultivierungen
eingesetzt werden.
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i —w— 75 mg/l Cholséure
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Abb.3.20 Totzdlzahl im zweiten Cholsiure-Toxizitéatstest
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Abb.3.21 Glukoseverbrauchsrate im zweiten Cholsaure-Toxizitatstest
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Abb.3.22 L aktatproduktionsrate im zweiten Chol sdure-Toxizitétstest

Lithocholsaure wird in Ethanol gelost, da es in wasgigen Medien ganzlich
unléslich ist. Es wird eine Stammldsung von 10 g/l hergestellt. In einem ersten
Toxizitétstest wird sie den Kulturen im Bereich von 25 lis 200mg/l zugesetzt. Dieser
Konzentrationsbereich erweist sich nach 20 Stunden Kultivierungsdauer bereits als
toxisch (Daten nicht angegeben). Der zweite Test umschliefdt den Bereich von 0,5 bis
5mg/l Lithocholsaure. Auch hier zeigt sich bereits nach 20 Stunden eine
zellschédigende Wirkung der Konzentration von 2,5 und 5mg/l (Daten nicht
angegeben).

Die Konzentrationen von 0,5 und 1 mg/l lassen nach langerer Kultivierungsdauer
eine von der Konzentration abhangige, zellschadigende Wirkung erkennen (vgl. Abb.
3.23). So sinkt die Lebendzellzahl in der Kultur mit 1 mg/l Lithocholsdure innerhalb
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Abb. 3.20 Lebendzd lzahl im zweiten Lithochol sdure-Toxizitatstest
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von 45 Stunden auf Null Zellen pro Milliliter. Die Kultur mit einer Konzentration von
0,5 mg/l Lithocholsdure ist in ihrem Wachstum gehemmt. Die maximale Zellzahl mit
11*10* Zellen pro Millil iter wird nach 90 Stunden erreicht. Dieser Wert betragt ein
Drittel der Lebendzdlzahl der Referenz zum selben Zeitpunkt.

Fur die weitere Kultivierung und fur die nachfolgenden Scherstressexperimente
wird auf den Einsatz von Lithocholsdure aifgrund der schon bei geringer Konzentra
tion toxischen Eigenschaften in verzichtet.

Deoxycholsdure wird aufgrund seiner schlechten Wassrloslichkeit in 0,2 M
NaOH gelost. Die den substituierten Kulturen entsprechenden Referenzen werden mit
einer aquivalenten Konzentration an 0,2 M NaOH versetzt. Mit der Stammldsung von
5 g/l werden Konzentrationen im Bereich von 4 his 80 mg/l eingestellt. Dabei erwei-
sen sich die Konzentrationen von 40 und 80mg/| bereits nach 47 Stunden als zellto-
xisch (Daten nicht angegeben). Zu diesem Zeitpunkt sind keine lebenden Zellen mehr
in der Kultur vorhanden. Eine Beantrachtigung des Zellwachstums lasst sich bei den
Konzentrationen von 10 und 20mg/I erkennen (vgl. Abb. 3.21). Die Zellzahlen sind in
der 100. Stunde um 12*10* Zellen pro Milliliter bei 20 mg/I und um 9*10* Zellen pro
Millil iter bei 10 mg/l geringer als die entsprechende Referenz. Lediglich bei 4 mg/l
treten keine Unterschiede aur Referenz auf. Dieses Verhalten findet sich im Vitalitéts-
verlauf bestétigt (vgl. Abb. 3.22). Die Vitalitdt der hoher konzentrierten Kulturen ist in
der 60. Stunde auf 50 % abgesunken, wahrend die Referenzen noch eine Vitalitét von
70 % besitzen. Dagegen dhnelt die Vitalitdt der Kultur mit 4 mg/l der Vitalitét ihrer
entsprechenden Referenz.

Aufgrund der bei Konzentrationen tiber 10 mg/| festgestellten wachstumshemmen-
den Eigenschaften werden in den nachfolgenden Kultivierungen und Scherstressrer-
suchen Konzentrationen bis 10 mg/l Deoxycholsdure eingesetzt, um so negativen Ein-
flissen durch Deoxycholsdure auf die Zellen vorzubeugen.
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Abb. 3.21 Lebendzellzahl im Deoxychol sdure-Toxizitatstest
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Abb. 3.22 Vitalitd im Deoxycholsdure-Toxizitétstest

3.1.4 Gruppelll: Phosphatidylcholin, Testosteron, Retinol

Phosphatidylcholin wird in EtOH gelost, da es hydrophob ist. Mit einer Stammlo-
sung von 50 g/l werden Konzentrationen zwischen 5 und 100mg/I eingestellt. Daraus
resultieren EtOH-Konzentrationen zwischen 0,005 wnd 0,3 %, die, wie im Toxizi-
téstest mit Ethanol festgestellt (s. dort), keinen negativen Einfluss auf das Zell-
waahstum haben.

Der Verlauf der einzelnen Lebendzellzahlen in Abb. 3.26 zeigt eine Abnahme der
Lebendzellzahl der mit 100mg/l Phosphatidylcholin versetzten Kultur. In der
73. Stunde ist sie um 54 % geringer als zu Beginn der Kultivierung. Die Lebend-
zellzahl sinkt biszur 120. Stunde auf 8 % der Animpfdichte. Die Lebendzdlzahlen
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Abb. 3.26 Lebendzellzahl im Phosphatidyl choli n-Toxizitétstest



3 Ergebnisse und Diskussion 36

90

S ————
70
% “Xé. L\ .

40 —m— Referenz H

1 —0O— 100 mg/l Phosphatidylcholin
30 7 50 mg/l Phosphatidylcholin \
20 ] —A— 25 mg/l Phosphatidylcholin -
| 10 mg/l Phosphatidylcholin
10 - —4&— 5 mg/l Phosphatidylcholin \
0 T d T d T d T d T d T d T

0 20 40 60 80 100 120

Zeit [h]
Abb. 3.27 Vitalitdt im Phosphatidyl choli n-Toxizitétstest

Vitalitat [%]

[m]

der mit 50 mg/l Phosphatidylcholin versetzten Kultur betragen in der 73. Stunde 60 %
und in der 120 Stunde 40 % der Animpfdichte. Damit liegen die Lebendzellzahlen
dieser Kulturen unter den Werten der Referenz. Die aigesetzten Konzentrationen be-
einflussen folglich die Lebendzellzahl.

Bei der Betrachtung des Vitalitatsverlaufs (vgl. Abb. 3.27) ist eine Vitalitdtsabnahme
der Kultur mit 2100mg/l nach der 46. Stunde au erkennen. Der Vitalitétsverlust der
Kultur mit 50 mg/l ist bis zur 100. Stunde dem der Referenz vergleichbar, erst nach
der 120 Stunde ist die Differenz grofRer as 20 %.

Fur die nachfolgenden Kultivierungen werden anhand der vorliegenden Ergebnisse
Konzentrationen bis 50 mg/l eingesetzt. So wird mit hochstméglichen Phosphati-
dylcholin-Konzentrationen und dem damit erstrebten Scherstressinfluss eine geringe
bzw. keine wachstumshemmende Wirkung auf die Zellen verbunden.

Testosteron liegt als wasserloslicher f-CyclodextrinrKomplex vor. Mit einer
Stammlésung von 5 g/l in Medium werden Konzentrationen von 2,5 his 150mg/I ein-
gestellt.

In Abb. 3.28 zeigen die Lebendzellzahlen keine ausschlaggebenden Unterschiede bel
den substituierten Kulturen und der Referenz. Ebenso kann keine klare Abhangigkeit
der Testosteron-Konzentration in Bezug auf eine wachstums-bednflussende Wirkung
auf die Zellen festgestellt werden. Die Lebendzellzahlen der Konzentrationen von
2,5 mg/l und 150mg/lI sind mit denen der Referenz vergleichbar. Sie liegen in der
69. Stunde um maximal 41 % unter der Referenz. In der 69. Stunde befindet sich ein
Maximum der Lebendzellzahlen. Werden die Glukoseverbrauchsraten (vgl.
Abb. 3.29) ndher betradtet, ergeben sich keine Hinweise in Beaug auf eine negative
Wirkung der verwendeten hoheren Testosteron-Konzentrationen.



3 Ergebnisse und Diskussion 37

45 - o

40

— 35 h
g J
o 304 X
N - %
< | |
o 25 h
by 1% *
— 204 u
= - \\ o
NEEGE ¥
E -
N 104 —M— Referenz 25 mg/l Testosteron
5 _. X —0O— 150 mg/l Testosteron —4— 10 mg/l Testosteron
i 100 mg/l Testosteron —X— 5 mg/l Testosteron
0 —A—50 mg/l Testosteron ~ —3— 2,5 mg/l Testosteron
T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
Zeit [h]

Abb. 3.28 Lebendzdlzahl im Testosteron-Toxizitéatstest
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Abb. 3.29 Glukoseverbrauchsrate im Testosteron-Tox[i zi]tétstest

Die Verbrauchsrate der Kulturen mit den Testosteron-Konzentrationen von 100 wnd
150mg/l ist gegenliber der Referenz in den ersten 47 Stunden niedriger. Es ist eine
veranderte Stoffwechselaktivitdt der Zellen mit einer besseren Glukoseausnutzung
denkbar. Eine eindeutige Zellschadigung ist nicht zu erkennen. Aus den Daten der
Gesamt- sowie der Totzdlzahl und der Vitalitét der Kulturen ergeben sich keine neuen
Erkenntnisse aur Zellschadigung im Versuchszeitraum. Aus diesem Grund werden fir
die geplanten Kultivierungen die Konzentrationen bis 100mg/l eingesetzt, um fir den
zu untersuchenden Scherstresseinflussauf die Zellen eine hohe Effizienz zu erreichen.
Gleichzeitig soll hiermit ein negativer Einflussauf das Zellwachstum ausgeschlossen
werden.
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Retinol wird wegen seiner Wassrunloslichkeit in EtOH aufgelost. Die Stammlésung
hat eine Konzentration von 159 g/l. Der zu untersuchende Konzentrationsbereich
wird zwischen 50 und 300mg/| festgelegt. Dies entspricht einem Konzentrationsbe-
reich an EtOH von 0,31 ks 1,9 %. Um einen Einfluss des EtOHs auszuschlief3en, wird
fur jede Retinol-Kultur eine Referenz mit der gleichen EtOH-Konzentration angesetzt.
Wie anhand der Lebendzellzahlen in Abb. 3.30 a und b zu erkennen ist, wirken die
eingesetzten Konzentrationen negativ auf das Zellwachstum und fuhren bei Konzen-
trationen Uber 98 mg/l zum Zellsterben in den Kulturen innerhalb der ersten 22 Stun-
den. In den Kulturen > 98 mg/l hat die EtOH-Konzentration Anteil am Zellsterben.
Dies lasd sich den zugehdrigen Referenzen mit EtOH-Konzentrationen > 0,62 % ent-
nehmen.

Im zweiten Toxizitétstest wird der Konzentrationsbereich zwischen 20 und 100mg/I
untersucht. Hier zeigt sich bei den Lebendzellzahlen (vgl. Abb. 3.31 a u. b) eine ge-
genuiber dem vorhergehenden Toxizitétstest geringere Abnahme der Zellzahl bei den
Kulturen mit Konzentrationen tber 33 mg/l. Die Lebendzellzahl der Kultur mit der
geringsten Retinol-Konzentration nimmt nach der Lag-Phase wieder zu, erreicht die
Zellzahlen der Referenz aber nicht. In der Kultur mit 100mg/l ist die EtOH-
Konzentration ein weiterer die Zellen negativ beeinflussender Faktor, wie die Lebend
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Abb. 3.30 a u. b Lebendzdllzehl im ersten Retinol-Toxizitatstest

70 50
—u— Referenz, EtOH 0,12% Referenz, BtOH 0,32%
604 —o—20mg/l Retinol 451 —o— 50 mg/ Retinol
Referenz, EtOH 0,2% 404 —»— Referenz, EtOH 0,62%
501 —a—33mg/l Retinol /., _. 5] —*— 100 Mg/l Retinol
] E
40 g

Zellzahl [10  * Ze/m]
8

Abb. 3.31 a u. b Lebendzdllzehl im zweiten Retinol-Toxizitatstest
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zellzahlen der zugehorigen Referenz erkennen lassen.

Um bei den nachfolgenden Versuchen negative Auswirkungen auf das Zellwachstum
auszuschlief3en, werden die Retinol-Konzentrationen kleiner als 20 mg/l gewahlt. Es
werden sicherheitshalber nur Konzentrationen bis 10 mg/l eingesetzt, um negativen
EinflUssen des Retinols vorzubeugen.

3.1.5 GruppelV: p-Cyclodextrin, M ethyl-Cyclodextrin

S-Cyclodextrin (f-CD) wird in 1 M NaOH gel6st, weil die Léslichkeit in Wasser zu
gering ist. Die Stammldsung hat eine Konzentration von 50 g/l. Die pH-Anderung, die
durch die Zugabe der Stammldsung zu den Kulturen erfolgt, wird duch eine Zugabe
des gleichen Volumens einer 1 M HCI ausgeglichen.

Fur den Toxizitdtstest werden Konzentrationen zwischen 50 und 200mg/|l eingestellt.
Wie as Abb. 3.32 und Abb. 3.33 ersichtlich ist, unterscheiden sich die mit f-
Cyclodextrin versetzten Kulturen in ihrer Lebendzellzahl und ihrer Vitalitét nicht von
der Referenz. Ebenso ist die Glukoseverbrauchsrate der Kulturen im Versuchsverlauf
vergleichbar (Daten nicht gezeigt). Die Zugabe von S-Cyclodextrin hat demzufolge
keinerlei Einfluss auf das Zellwachstum und den Zellstoffwechsel. Eine toxische
Konzentrationsgrenze ist nicht festzustellen.

Fur die nachfolgenden Experimente werden Konzentrationen bis 100mg/l eingesetzt,
um eine grof3e Wirkung auf die Scherstressempfindlichkeit der Zellen zu erzielen. Der
gewdhite Konzentrationsbereichen ist mit den Bereichen der anderen verwendeten
Substanzen vergleichbar.

—m— Referenz
—0O—200 mg/l B-CD

150 mg/l B-CD

50 —A—100 mg/l B-CD
75 mg/l B-CD ®
] A

—&— 50 mg/l B-CD

Zellzahl [¥10° Ze/ml]
8
1

0 ' 20 ' 40 ' 60 80 ' 100 ' 120 ' 140
Zeit [h]
Abb. 3.32 Lebendzdlzahl im $-Cyclodextrin-Toxizitatstest
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Abb. 3.33 Vitalitét im -Cyclodextrin-Toxizitétstest

M ethyl-Cyclodextrin wird aufgrund seiner Loslichkeit in wassrigen Medien in
Medium gelost. Die Konzentration der Stammlésung betragt 50 g/l, wie die von
S-Cyclodextrin. Es werden im Toxizitéstest Konzentrationen zwischen 50 und
200mg/| eingestellt.
Die Auswirkungen der Methyl-Cyclodextrin Zugabe auf die Zellen sind aquivalent
mit denen des f-Cyclodextrins. Das Zellwachstum wird nicht beeintréchtigt, wie an
den Lebendzellzahlen zu erkennen ist (vgl. Abb. 3.34). Bel Betracdhtung der Glukose-
verbrauchsraten (vgl. Abb. 3.35) ergeben sich vor alem bei den geringeren Konzen-
trationen hohere Raten in der 45. und 65 Stunde. Zu diesen Zeitpunkten ist die Le-
bendzdlzahl der niedriger konzentrierten Kulturen geringer. Ein Unterschied wahrend
der gesamten Kultivierung ist nicht ersichtlich. Eine toxische Konzentrationsgrenze
kann nicht ermittelt werden

70
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—0O— 200 mg/l Methyl-B-CD
60 150 mg/l Methyl-3-CD I\ *
1 —A—100 mg/l Methyl-g-CD /A /a
? 507 75 mg/l Methyl-3-CD A//E'/
S 404 —&— 50 mg/l Methyl-3-CD *
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Abb. 3.34 Lebendzellzahl im Methyl-Cyclodextrin-Toxizitétstest
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Abb. 3.35 Glukoseverbrauchsrate im Methyl-Cyclodextrin-Toxi zitétstest

Die gleichen Griinde wie beim -Cyclodextrin sprechen fur den Einsatz in den nadr
folgenden Kultivierungen und Scherstressversuchen in einem Konzentrationsbereich

bis 100 mg/I.

3.1.6 Fazit der Toxizitatstests

Der geeignete Konzentrationsbereich der einzelnen Additive ist sehr unterschiedlich.
Dabei gibt es slbst zwischen so dhnlichen Substanzen wie Cholséure und Lithochol-
sdure grol3e Differenzen. Auch spielt das verwendete Losungsmittel eine nicht unter-
geordnete Rolle in der Auswahl des Konzentrationsbereichs. Die Konzentrationsbe-
reiche werden hier zusammengefasg:

* Cholesterin

» Ergosterin

» Cholsdure

* Lithocholséure

» Deoxycholsaure
 Phosphatidylcholin
* Testosteron

* Retinol

» f[-Cyclodextrin

» Methyl-Cyclodextrin

bis 125 mg/l, 16slich in Medium

bis 20 mg/I, 16slich in EtOH

bis 50 mg/I, 16slich in Medium

nicht einsetzbar, die toxische Grenzeliegt unter 0,5 mg/I
bis 10 mg/l, 16slich in 0,2 M NaOH

bis 50 mg/I, 16slich in EtOH

bis 100 mg/l, 16slich in Medium

bis5 mg/l, 16slich in EtOH

bis 100 mg/l, 16slichin 1 M NaOH

bis 100 mg/l, 16slich in Medium
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3.2 Scher stressver suche

Die Scherstressversuche werden in vier Kategorien unterteilt. Zum einen werden sie
nach ihrer Dauer in kurze (drei Stunden) und lange (24 Stunden) Experimente geglie-
dert. Die beiden Kategorien werden in diesem Abschnitt als erstes behandelt. Zum
anderen werden sie in Kombinationsversuche, in denen zwei Additive den Kulturen
kombiniert zugesetzt werden und in Temperaturversuche, fir die die Temperatur von
37 °C auf 31 °C abgesenkt wird, unterteilt. Diese Versuche werden im zweiten und
dritten Abschnitt dieses Kapitels behandelt. Die Abschnitte sind nach Gruppen geglie-
dert.

3.2.1 Kurz- und Langzeit-Scher stressexperimente

3.2.1.1 Gruppel: Cholesterin und Ergosterin

Fur eine Reihe kurzer Cholesterin-Scherexperimente werden folgende Kulturen an-
gesetzt: Referenz, Kultur mit 100 mg/l Cholesterin (Kultur 100), Kultur mit 125 mg/I
Cholesterin (Kultur 125). Es werden drei Kultivierungsreihen mit je vier Scherexpe-
rimenten durchgefuhrt. Stellvertretend fur die drei Kultivierungen werden die Kulti-
vierungsdaten der Kultur CO7 dargestellt, da keine wesentlichen Unterschiede zwi-
schen den untersuchten Kulturen bestehen.

Die Analyse der Cholesterin-Konzentration in den Kulturen ergibt eine durch-
schnittliche Konzentration von 5 mg/l in der Referenz, von 70 mg/l in Kultur 100 wnd
von 90 mg/l in Kultur 125 die wahrend der Kultivierung konstant nachzuweisen ist

Wie aus Abb. 3.36 zu entnehmen ist, differieren die Lebendzellzahlen der substitu-
ierten Kulturen um 13 ks 58% im Vergleich zur Referenz. Sie sind aber im Ver-
suchszeitraum mit dieser vergleichbar und erreichen die gleiche maximale Lebend-

E 1 —m—Referenz =
£ ol efere . S
o 1 —®—100 mg/l Cholesterin =
X 551 125 mg/l Cholesterin S
;EG 50 ] -g
N 454 >
S 40 r‘_'
| 35 |
- 4
30
lo o
25
- o
-—T—7T 7T T T T T T T T T 40
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Zeit [h]
Abb. 3.36 Lebendzellzahl und Vitalitat von CO7
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Zeit [h] 0 17 41 65 88
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze]Referenz - 08 08 07 04
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 | -- 0,2 04 0,7 04
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 125 | -- 04 03 0,7 0,9
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 06 00 12 03
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 -- 0,7 04 0,6 0,3
Laktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 125 -- 03 03 05 0,1

Tab. 3.1 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von CO7

zellzahl. In der Vitalitét unterscheiden sie sich rnur geringfugig (vgl. Abb. 3.36). Die
anfangliche Abnahme der Lebendzellzahl in der Kultur 125 kbnnte mit einem negati-
ven Einfluss der hohen Cholesterin-Konzentration auf die Zellen begriindet werden.
Aufgrund der Toxizitétstests ist es jedoch auszuschlief3en. Esist auch ein Einflussvon
zelleigenen Substanzen denkbar, die wahrend des Animpfens freigesetzt werden. Da
in dieser Kultur die Animpfdichte um mehr als 10¥10* Zellen pro Millil iter héher ist
als die der anderen Kulturen, werden mehr Metabolite freigesetzt, die eine stérkere
Abnahme hervorrufen. In den beiden anderen Kulturen ist im gleichen Zeitraum das
Wadstum verlangsamt bzw. ebenfalls eine Abnahme zu erkennen, was die Vermu-
tung bestatigt.

Um Auswirkungen der Cholesterin-Zugabe auf den Stoffwechsel Uberprifen zu
konren, werden Glukose- und Laktatkonzentration sowie Cholesterin-, Ammonium-,
Protein-, Produkt- und Aminosauren-Konzentration analysiert und Verbrauchs- und
Produktionsraten berechnet.

Die Glukoseverbrauchsraten der substituierten Kulturen sind ks zur 41. Stunde nied-
riger als die der Referenz (vgl. Tab. 3.1). Die Ausnutzung der Glukose ist gegentiber
der Referenz verbessert. Das kann auf vitalere Zellen der Referenz gegentiber zurick-
gefihrt werden. Erst ab der 65. Stunde sind die Raten der Referenz mit denen der
Kultur 100zu vergleichen. Ab diesem Zeitpunkt steigt auch die Vitalitét der Referenz

= 100
—m— Referenz g

—— 100 mg/l Cholesterin
—&— 125 mg/l Cholesterin

- = =
N iy (o2}
o o o
| | |

100

[e5)
o
1

60

40

—m— Proteinkonzentration [mg/l]

20

—0O— Ammoniumkonzentration [mg/l]

Zeit [h]
Abb. 3.37 Protein- und Ammoniumkonzentration von CO7



3 Ergebnisse und Diskussion 44

Zeit [h] 0O 17 41 65 88
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 0O 27 54 33
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 100] -- 0O 97 56 0
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 125] -- 0 103 0 5
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz -- 455 175 189 203
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 -- 627 263 327 190
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 125 -- 114 31 312 153

Tab. 3.2 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate von CO7
an und unterscheidet sich kaum noch von denen der substituierten Kulturen. Die Ver-

brauchsrate der Referenz sinkt im Versuchsverlauf, wohingegen die der Kultur 125
steigt.

Die Laktatproduktionsraten der substituierten Kulturen nehmen im Beobachtungszeit-
raum ab (vgl. Tab. 3.1). Die Produktionsrate der Referenz in der 17. und in der 88.
Stunde ist mit der von Kultur 100 vergleichbar. Die Produktionsraten der Kultur 100
sind im Versuchszeitraum geringfiigig héher als die von Kultur 125 Die grof3eren
Abweichungen in der 17. und der 88. Stunde korrespondieren mit denen der Gluko-
severbrauchsrate. Zu desen Zeitpunkten ist seht einem geringen Glukoseverbrauch
eine ehdhte Laktatproduktion gegenliber. Das heifit, es liegt keine optimale Umset-
zung vor, was auf einen gestorten Stoffwechselablauf der Zellen hindeuten kann.

Wird die Proteinkonzentration wahrend der Kultivierung (vgl. Abb. 3.2) betradchtet,
fallt eine hohe Konzentration der substituierten Kulturen auf. Da es sich um ein pro-
teinfreies Medium handelt, ist die hohe Konzentration nicht durch Proteine bedingt.
Die scheinbare Proteinkonzentration wird duch die Cholesterin-Zugabe verursadt.
Die geringe Proteinkonzentration des Referenzwertes und eine Standardreihe von
Cholesterin bestétigen diese Annahme (Standardrethe s. Anhang). Den Proteingehalt
auf anderem Wege a1 bestimmen scheitert zum einen an der Zusammensetzung des
Mediums, welches z.B. durch seine reduzierenden Inhaltsgoffe einen Bicinchinoninic
Acid (BCA)-Test und durch die vorhandenen K*-lonen einen Lowry-Test unmdglich
macht. Zum anderen kann sowohl im Photometer bei 280nm als auch im Fluorometer
bei einer Extinktion von 355nm und einer Emissgon wvon 590 nm aufgrund von
Schwankungen bis zu 10% keine exakte Kalibrierung im Bereich bis 25 ug Protein
pro Millil iter stattfinden. Verschiedene Ausfallungsmethoden sind wirkungslos, da die
stérende Substanz ebenfalls ausgeféllt wird. Eine weitere Moglichkeit zur Isolierung
der Proteine besteht darin, die stérende Substanz durch eine Ultrazentrifugation mit
5 kDa-Grenze aiszuschlief3en. Diese Methode wird aufgrund des unverhaltnismaliigen
Aufwands von Kosten und Zeit nicht angewandt. Durch eine Analyse der Proteinkon-
zentration kdnnen in diesem Fall keine Hinweise auf eine Stoffwechseleinwirkung der
Cholesterin-Konzentrationen gewonnen werden.

Die Ammoniumkonzentration (vgl. Abb. 3.37) am Ende der Kultivierung liegt bei
der Referenz bei 93 mg/l. Die Konzentrationen der substituierten Kulturen liegen mit
78 mg/l fur Kultur 100 und 66mg/I fur Kultur 125 darunter. Die beiden substituierten
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Abb. 3.38 t-PA-Konzentration von CO7
Kulturen produzieren eine geringere Menge des toxischen Metaboliten. Dies bedeutet
einen Vortell fur die Cholesterin-Kulturen, da Ammonium ab einer Konzentration von
36 bs 75 mg/l wachstumshemmend wirkt, bzw. ab 150 mg/l toxisch ist. Die hohe An-
fangskonzentration des Ammonium ist eine Erklarung fur die Lag-Phase der Kulturen
bis zur 41. Stunde. Die Ammoniumproduktionsrate der substituierten Kulturen ist in
den letzten 48. Stunden der Kultivierung kleiner gleich der Referenz (vgl. Tab. 3.2).
Definitionsgemald werden negative Produktionsraten gleich Null gesetzt.

Bei der Betradhtung der t-PA-Produktkonzentration ergeben sich Unterschiede von
maximal 170mg/I t-PA pro Milliliter (vgl. Abb. 3.38). Dabei fallt gleich zu Beginn
des Versuches die hohe, bis zur 41. Stunde nur gering ansteigende, t-PA-
Konzentration der Kultur 125 auf. Die Konzentrationen der Referenz und der Kultur
100 steigen dagegen konstant wéahrend der Kultivierung an. In der Referenz wird im
Gegensatz zur Kultur 100 nur eine t-PA-Endkonzentration von 280 ug/l erreicht. Der
Endwert der Konzentration betragt in Kultur 100 410ug/l bzw. in Kultur 125
400 pg/l. Die substituierten Kulturen sind demnach ab der 41. Stunde vergleichbar.
Die hohen und konstanten Anfangskonzentrationen in Kultur 125 sind vermutlich
durch die ebenfalls hohen anfanglichen Lebendzellzahlen bedingt. Ab der 41. Stunde
ist die Lebendzdlzahl mit der von Kultur 100 vergleichbar ebenso wie die t-PA-
Konzentration.

Die Produktionsraten des t-PAs der drel Kulturen sind teilweise vergleichbar (vgl.
Tab. 3.2). Die Produktionsraten der Kultur 100liegen tiber denen der Referenz. Nur in
der 88. Stunde sind sie identisch. Bei Kultur 125 sind ebenso wie die Konzentrationen
nur die Raten ab der 65. Stunde mit der von Kultur 100 vergleichbar. Die augefligten
Cholesterin-Konzentrationen beeinflussen die t-PA-Produktion demnach, was beson-
ders deutlich in Kultur 100 zu erkenren ist.

In den Konzentrationen der Aminosduren unterscheiden sich die drei Kulturen rur
geringfugig (Daten s. Anhang). Dies ist an der Abnahme der Glutaminkonzentration
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am deutlichsten zu erkennen, weil diese Aminosaure in hbherer Konzentration als die
anderen Aminosauren vorliegt und im Laufe einer Kultivierung fast vollstandig ver-
braucht wird. Bei allen drei Kulturen ist der wichtige Energielieferant Glutamin in der
80. Stunde fast vollstéandig (Kultur 100 mit 4 mg/l) bzw. vollstandig (Kultur 125 wnd
Referenz) verstoffwechselt. Die Verstoffwedhselung der aufgefihrten Aminoséuren
der Kultur 100 geschieht nicht langsamer, wie es im Vergleich zur Referenz und der
Kultur 125 cen Anschein hat, sondern ist durch die ehdhten Anfangskonzentrationen
bedingt.

Zusammenfassend kann Uber die Kultivierungen der Cholesterin-Kulturen 100 wnd
125 gesagt werden, dasssie einen veradnderten Glukoseverbrauch haben und eine der
Referenz gegenuber konstantere Laktatproduktion aufweisen. Die Ammoniumpro-
duktion ist in den ersten 40 Stunden hdher, in den letzten Kultivierungsstunden gerin-
ger as die der Referenz. Die Produktion des t-PA ist hther. Die verwendeten Zellen
koénren unter Berlicksichtigung ihres Zustandes in den Scherexperimenten verglichen
werden.

Als Ergebnis der K urzzeit-Scherexperimente ist vor alem die Uberlebensrate R
von Bedeutung. Das heif3t, dassder prozentuale Anteil der lebenden Zellen nech dem
Experiment in Beaug auf die Lebendzellzahl zu Beginn ermittelt wird. Ebenso wichtig
ist die emittelte Schubspannung z, die sich aus der eingestellten Stufe und der am
Gerét abzulesenden Digitalanzeige berechnet (s. Kap. 2.4.11).

Zusitzlich zur Uberlebensrate und Schubspannung werden Ammonium-, Protein-
konzentration und der relative LDH-Wert fur kurze Scherexperimente untersucht. Bel
langen Scherversuchen wird auf3erdem die t-PA-, Aminoséuren- sowie Glukose- und
Laktatkonzentration ermittelt. Es werden Produktions- und Verbrauchsraten bestimmt.

Zu drei Cholesterin-Kultivierungsreihen (C07, C08, C10) werden je vier Scherexpe-
rimente durchgeftihrt. Die ehaltenen Ergebnisse zigen, dassRs und z innerhalb einer
Kultur Abweichungen aufweisen. Um mit den erhaltenen Werten arbeiten zu koénnen,
werden zum einen die Extremwerte aien vor gelassen. Zum anderen werden die
Werte gemittelt. Anhand der gemittelten Uberlebensraten ist zu erkenren (vgl.
Tab. 3.3), dass die Lebendzellzahl am Versuchsende der Kulturen 100 wnd 125im
Durchschnitt um mindestens 20 % hoher ist als die der Referenz. Die Zellen aus den
mit Cholesterin versetzten Kulturen scheinen scherunempfindlicher zu sein und haben
eine grolRere Uberlebenswahrscheinlichkeit. Die Schubspannung (vgl. Tab. 3.3) der
Referenz ist identisch mit der von Kultur 100 und um 0,1 N/m? groRer im Hinblick auf
Kultur 125 Die Grof3e der Schubspannung entspricht der GrofRe der auf die Zellen
wirkenden Kraft. Bei einem definierten Drehmoment sollte keine Anderung der

Uberlebensrate Rs [%] Schubspannung z[N/m?]
Referenz Kultur 100 Kultur 125| Referenz Kultur 100 Kultur 125
Mittelwert 33 53 58 1,9 1,9 1,8

Tab. 3.3 gemittelte Uberlebensrate und Schubspannung von C07, C08 und C10
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Schubspannung auftreten. Bei einer genaueren Betrachtung kann festgestellt werden,
dass es sich um Abweichungen von 5% handelt. Diese wirden im Rahmen einer
Messungenauigkeit des Geréts liegen. Jedoch kann die geringere Schubspannung auch
auf den Zusatz des Cholesterins zurlickgefiihrt werden. Bei einer definierten
Energieanwirkung sind die Zellen so einer verringerten Belastung ausgesetzt. Es fallt
auf, dass Referenz und Kultur 100 bei gleicher Schubspannung unterschiedliche
Uberlebensraten besitzten. Die geringere Uberlebensrate der Referenz ist nicht durch
eine niedrigere Vitalitdt bedingt (s. Abb. 3.36). Eventuell kann die anfanglich hhere
Ammoniumkonzentration in der Referenz die Zellen als zelltoxischer Metabolit
geschwécht haben. Die Konzentration ist gegeniber der Kultur 100 um 26 % und
gegeniber Kultur 125 um 50 % erhoht. Dies ist aber unwahrscheinlich, da aim einen
dann auch die Uberlebensrate gegeniiber Kultur 125um 50 % geringer sein sollte und
zurm die Ammoniumkonzentration nach der 17. Stunde mit denen der substituierten
Kulturen vergleichbar ist. Eine dritte Moglichkeit fur die hohere Uberlebensrate der
Kultur 100ist der Einflussdes Cholesterins auf die Zellen.

Die beiden substituierten Kulturen besitzen bei einer dhnlichen Schubspannungen
auch vergleichbare Uberlebensraten. Die hoher substituierte Kultur besitzt eine
geringfiigig héhere Uberlebensrate bei um 0,1 N/m® kleinerer Schubspannung. Die
hoheren Uberlebensraten konnen nicht durch eine hohere Vitalitdt oder anderes
Zellwachstum erklart werden (s. Tab. 3.3), jedoch durch die Zugabe von Cholesterin.

Die gemittelten Werte der Analysen (vgl. Tab. 3.4) lassen fir die Referenz eine Ab-
nahme der Totzdlzahl um 2*10* Zellen pro Millil iter erkennen, wahrend die Tot-
zellzahl in Kultur 100 wnd 125um nur 1*10* Zellen pro Milliliter abnimmt. Die Le-
bendzelzahlen nehmen bei allen Kulturen im Versuchszeitraum ab. Die Referenz ist
mit 14*10* Zellen pro Millil iter am stérksten betroffen. In der Kultur mit der héheren
Cholesterin-Konzentration wird die Lebendzelzahl der Kultur 125 um 2*10* Zellen
pro Millil iter weniger dezimiert als in der Kultur 100. Die Abnahme der Gesamt-
zellzahl in der Referenz ist mit 15*10% Zellen pro Milliliter fast doppelt so hoch wie in
Kultur 100. Angesichts der Lebendzellzahlabnahme sollte eine Totzell zahlzunahme
verzeichnet werden konnen. Die toten Zellen kénnen jedoch durch die Schereinwir-
kung zerstort werden, so dasssie bel einer Zellzdhlung nicht erfasst werden konren.
Die Annahme, dass sich die Zellen aufldsen, wird duch die Gesamtzellzahlabnahme

Anderung der/des Referenz Kultur 100 Kultur 125
... Totzell zahl [*10* Ze/ml] -2 -1 -1

... Lebendzell zahl [*10* Ze/m] -14 -12 -10

... Gesamtzell zahl [*10* Ze/ml] -15 -9 -10

... Vitalitat [%] -30 -22 -16

... Ammoniumkonzentration [mg/l] 5 3 7

... Proteinkonzentration [mg/l] 8 9 14

.. relativen LDH-Wertes[U/] 77 76 69

Tab. 3.4 gemittelte Analysenwerte von C07, CO8 und C10
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und die Proteinkonzentrationszunahme bestétigt.

Ebenso wie die Lebendzellzahl nimmt die Vitalitdt in der Referenz stérker ab als in
den substituierten Kulturen. Die Anderung liegt 36 bzw. 86 % Uber den Anderungen
der Vitalitét der subgtituierten Kulturen. Die Vitalitdt der substituierten Kulturen
nimmt um meximal 22 % ab. Die Proteinkonzentration am Versuchsende ist bei der
Referenz um 8 mg/l gestiegen. Die Konzentrationen der Kultur 100 wnd 125sind bel
Versuchsende mit 9 bzw.14 mg/l geringfiigig hoher als die der Referenz. —Hier kon-
nen sinnvolle Proteinkonzentrationen gemessen werden, da sich kein Cholesterin im
Medium befindet und die Messung in den substituierten Kulturen nicht gestort wird (s.
Kap. 2.3).— Die relativen LDH-Werte der substituierten Kulturen liegen geringflgig
unter denen der Referenz. Es werden bei den LDH-Messaungen keine absoluten Kon-
zentrationen gemessen sondern rur die relativen Anderungen betradtet.

Die Anderung der Ammoniumkonzentration ist in Referenz und den substituierten
vergleichbar. Ein Einfluss des Cholesterins auf diese Anderungen ist nicht erkennbar.

Wird Tab. 3.4 insgesamt betrachtet, bestdtigt sie die emittelten Werte der in
Tab. 3.3 aufgefuihrten Uberlebensraten. Die Referenz weist am Versuchsende eine
geringere Lebend- und Gesamtzellzahl sowie eine niedrigere Vitalitét auf. Auf eine
geringere Vitalitdt der Referenz oder ein anderes Wachstumsverhalten wahrend der
Kultivierung konnen die hoheren Anderungen nicht zuriickgefiihrt werden (s.
Abb. 3.36). Durch den fehlenden Cholesterin-Zusatz kénnen die Zellen kein zusatzli-
ches Cholesterin in die Zellmembran einlagern. Dadurch hat die Referenz nicht die
gleichen Bedingungen wie die substituierten Kulturen und ist folglich scherempfindli-
cher.

Die Proteinkonzentration ist gegen Ende in der Referenz minimal niedriger und der
relative LDH-Wert minimal hoher als in den Cholesterin-Kulturen. Bei der Ammoni-
umkonzentration fehlt eine Tendenz. Die Werte der drei gemessnen Substanzen sind
vergleichbar.

Die Zugabe des Cholesterins bewirkt eine Abnahme der Scherempfindlichkeit. Die
Zellen sind scherresistenter, was sich an den ermittelten Zellzahlanderungen feststel-
len I3sst, und haben eine groRere Uberlebenswahrscheinlichkeit gegentiber der unsub-
gtituierten Referenz. Es ist keine Auswirkung des Cholesterins auf Anderungen der
Protein-, und Ammoniumkonzentration sowie auf den relativen LDH-Wert zu erken-
nen. In der Kultivierung dagegen hat der Cholesterin-Zusatz nur geringe Auswirkun-
gen auf die Ammoniumkonzentration sowie eine vorteilhafte Auswirkung auf die
t-PA-Konzentration, da eine grofRere Menge des Produktes produziert wird. Choleste-
rinin als sherreduzierendes Additiv in Kultivierungen einsetzbar.
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Das Mediumadditiv Cholesterin wird in einer weiteren Versuchsreihe abweichend
vom im Kapitel Material und Methoden beschriebenen Ablauf eingesetzt. Dabei wird
es den Kulturen schon drei Tage vor dem eigentlichen Versuchsstart in den fur die
Kultivierungsreihe vorgesehenen Cholesterin-Konzentrationen hinzugeftigt. Die Ver-
suche tragen in der Versuchsbezeichnung den Buchstaben V. Es werden drei Ver-
suchsreihen durchgefuhrt. Stellvertretend werden die Daten der Kultivierungsreihe
CVO01 dargestellt, da sich die Kultivierungsreihen nicht wesentlich unterscheiden.

Die gemessene Cholesterin-Konzentration liegt bei der Referenz im Durchschnitt bei
6 mg/l, in Kultur 100bei 77 mg/l und in Kultur 125bei 92 mg/I.

Abbildung 339 fasg die Lebendzellzahlen und die Vitalitét wahrend der Kultivie-
rungsreihe ausammen. Die Animpfdichten der Kulturen differieren um maximal
7*10* Zellen pro Millil iter. Dieser Unterschied entspricht 24 % bezogen auf die Refe-
renz. Die Vitalitét unterscheidet sich um maximal 5 %. Durch die unterschiedlichen
Vorkulturen ist das Verhalten der Zellen in Bezug auf die Vitalitdt und das Wachstum
verschieden. So sind die Wachstumsphasen der Referenz mit der von Kultur 125 ver-
gleichbar. Beide wachsen langsamer als Kultur 100 und zeigen in den ersten 17 Stun-
den eine Lebendzellzahlabnahme. Die verschiedenen Vorkulturen kénnen auch fur die
unterschiedliche Entwicklung der Vitalitét verantwortlich sein. Die Referenz, die von
Beginn an eine im Rahmen der statistischen Abweichung liegende geringere Vitalitét
hat, behélt die geringere Vitalitdt wahrend der Kultivierung bei. Die Vitalitat der
Kultur 100 steigt ab der 17. Stunde stetig. In Kultur 125 fallt die Vitalitét bis zum
Versuchsende. Die substituierten Kulturen besitzen bis auf eine Ausnahme jeweils
héhere Vitalitéten.

Die Glukoseverbrauchsraten der Kulturen unterscheiden sich am ersten Tag mit bis
zu 0,3 mg/d* 1 Mio. Ze gravierend (vgl. Tab. 3.5). Dies liegt sowohl am unterschied-
lichen Wachstum der Zellen (s. Abb. 3.39) als auch an der unterschiedlichen Abnah-
me der Glukosekonzentration. Das diff erenzierte Verhalten ist durch die verschiedenen
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Abb. 3.39 Lebendzdlzahl und Vitalitét von CV01
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Zeit [h] 0 17 41 66 89

Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze]Referenz - 06 06 06 03
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Z¢] Kultur 100} -- 04 0,7 05 0,3
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Z¢] Kultur 125 -- 03 0,7 0,7 04

L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 06 07 04 02
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100|-- 0,7 05 04 0,2
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Z¢] Kultur 125 -- 06 06 05 0,3

Tab. 3.5 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von CV01

Zeit [h] 0 17 41 66 89
Ammoniumproduktionsrate [pg/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 87 50 5 0
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 100| -- 75 43 22 3
Ammoniumproduktionsrate [pg/d*1 Mio. Ze] Kultur 125 -- 55 37 30 17
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz -- 262 241 273 421
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 -- 667 679 1007 412
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 125 -- 45 535 1651 325

Tab. 3.6 Ammoniumproduktionsrate und t-PA-Produktionsrate von CV01

Vorkulturen bedingt. Vom zweiten Tag bis zum Versuchsende verhalten sich die Ver-
brauchsraten der Referenz und der Kultur 100 &quivalent. Die Verbrauchsrate der
Kultur 125 liegt ab dem zweiten Tag mit je 0,2 mg/d* 1 Mio. Ze Uber der Rate der
beiden anderen (vgl. Tab. 3.5). Das bedeutet, dass die Zellen die Glukose nicht so
optimal nutzen wie in der Referenz, obwohl &nliche Zellzahlen vorliegen. Dies kann
sowohl durch die unterschiedliche Vorkultur bedingt sein oder durch die héhere Cho-
lesterin-Konzentration. Ein nechteiliger Einfluss durch die Vorkultur kommt nur in
Betradht, wenn dieser sowohl in der Vitalitdt as auch in den Zellzahlen und anderen
Analysen in Erscheinung tritt. Das ist fir die Vitalitdt und de Zellzahlen nicht der
Fall. Ein Einfluss des Cholesterins kann nicht ausgeschlossen werden.

Die Laktatproduktionsrate der Kultur 100 nimmit linear ab. Die Laktatproduktion der
Referenz ist bis auf die 41. Stunde mit der von Kultur 100 vergleichbar. Die Produkti-
onsraten der Kultur 125ist ab der 66. Stunde hoher als die der anderen beiden Kultu-
ren. Obwohl die Lebendzellzahlen von Kultur 125 mit denen der Referenz vergleich-
bar sind. unterscheiden sich die Laktatproduktionsraten deutlich. Die Abnahme der
Produktionsrate efolgt langsamer als in der Referenz. Fur die unterschiedlichen
Werte der Kultur 125 gelten die gleichen Vermutungen wie bei der Glukosever-
brauchsrate (s.0.).

In Abb. 3.40 wird ersichtlich, dass die Ammoniumkonzentration der Kultur 125 bei
Versuchsende die der Kultur 100 uind der Referenz Ubersteigt. Die Produktion der
Referenz efolgt in den ersten beiden Tagen und nmmt ab dem zweiten Tag ab (vgl.
Tab. 3.6). Dagegen produzieren Kultur 100 uwnd 125 an toxischen Metaboliten in
geringerem Umfang, daftr aber Gber einen langeren Zeitraum. Der hohere Endwert
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Abb. 3.40 Ammoniumkonzentration und t-PA-Konzentration von CV01

der Kultur 125 sowie die lang andauernde Produktion deuten wie schon die Glukose-
und Laktatraten auf einen negativen Einflussdurch die Vorkultur hin.

Die Konzentration an t-PA (vgl. Abb. 3.40) ist nach Versuchsende in der Kultur 100
mit 1415ug/l am grofden. Die Konzentration in der Referenz ist dagegen etwa halb so
grof Die Produktion der t-PA-Konzentrationen der Kulturen 100 wnd 125ist im Ge-
gensatz zur Referenz bis zur 66. Stunde ansteigend (vgl. Tab. 3.6). Nach diesem Zeit-
punkt nimmt die Produktion ab. Die Referenz produziert das t-PA gleichméidig. Die
der Referenz gegentiber erhéhten Produktionsraten gleichen die nachteiligen Glukose-
verbrauchs- und Laktatproduktionsraten sowie die Ammoniumproduktionsrate von
Kultur 125 aus. In Kultur 125 nutzen die Zellen die vorhandene Energie avar nicht
optimal aus bilden aber mehr t-PA als die Referenz, was in der industriellen Verwen-
dung der Hauptzwedk der Zellen ist. Ein Einfluss durch die Vorkultur mit Cholesterin
ist denkbar.

Der Aminosdaure-Stoffwechsel der Referenz verlauft scheinbar ,intensiver” als der
der substituierten Kulturen. Das heil3t, es werden in der Referenz bei einigen Konzen-
trationen der Aminosauren hbhere Maxima wahrend der Kultivierung erreichtDie
Konzentration der Referenz bei der Alaninproduktion erreicht z.B. ein um
11 bzw. 19 mg/l hoheres Maximum. Es wird 25 Stunden eher erreicht als bei Kul-
tur 100 bzw. am gleichen Tag bei Kultur 125 Das Maximum der Glycinkonzentration
ist bei der Referenz ebenfalls hoher als in den substituierten Kulturen, was in Anbe-
tracht der gleichen Abnahme der Serinkonzentration in Bezug auf Kultur 100 verwun-
dert. Serin wird zur Produktion von Glycin verwendet. Im Fall der Kultur 100 fuhrt
wahrscheinlich ein anderer Stoffwechselweg zur Abnahme des Serins. Die Abnahme
der Serinkonzentration ist in der Referenz der der Kultur 100 mit 98 bzw. 101 mg/
vergleichbar. In der Kultur 125ist sie mit 69 mg/l geringer. Die vorliegende Gluta
minkonzentration der Referenz und der Kultur 125 wird im gleichen Zeitraum ver-
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braucht wie die um 50 mg/I geringere Konzentration der Kultur 125 Daflr ist die ma-
ximale Glutaminsdure-Konzentration der Referenz hoher. Es wird also mehr Glutamin
als Glutamat gespeichert as in den substituierten Kulturen. Die Konzentrationsab-
nahme der Asparaginsaure betrdgt bei der Referenz 101mg/l, in der Kultur 100
99 mg/I. In der Kultur 125betragt sie 79 mg/l.

Der Stoffwechsel wird demnach durch die unterschiedlichen Vorkulturen und die
nicht identischen Anfangskonzentrationen der Aminosauren beeintrachtigt. Die Ande-
rungen der Aminosaure-Konzentrationen der Referenz und der Kultur 100 sind sich
dhnlicher als die Anderungen in Kultur 125,

Als Ergebnis der Kultivierung CV01 ist eine geringe Anderung des Stoffwechsal-
verhaltens der Zellen in den Cholesterin-Kulturen festzustellen. Diese Anderung wirkt
sich in Kultur 100 z.B. auf die Produktion von Ammoniak und t-PA aus. Dieses Ver-
halten kann im Fall des Ammoniak ein Nachteil sein, da eine langere Produktionsdau-
er vorliegt. Die Schadigung der Zellen durch den toxischen Stoffwechsel metaboliten
ist gleichmafiig im Gegensatz zur Referenz, deren Produktionsraten am Kultivierungs-
anfang verstarkt sind. Eine steil ansteigende t-PA-Produktion zu Kultivierungsbeginn
kann bei kurzfristigen Kultivierungen sinnvoll sein. Die Anderungen im Aminosaure-
haushalt sind zu komplex, um an dieser Stelle Vor- oder Nadteile im Zusammenhang
mit der Cholesterin-Konzentration herzuleiten. Solange die verénderte Verstoffwed-
selung keine relevanten Folgen fir die Kultivierung hat, wie zB. ein Absterben der
Zellen, kann das Cholesterin den Kultivierungen weiter zugesetzt werden.

Die Ergebnisse der Kurzzeit-Scherexperimente von CV01-CV03 sind in Tab. 3.7
(Uberlebensrate und Schubspannung) und in Tab. 3.8 (Analysen und Zellzahlen) zu-
sammen gefass. Aus Tab. 3.7 lasst sich, wie schon im ersten Cholesterin-
Scherexperiment, ablesen, dass die Uberlebenswahrscheinlichkeit mit der Hohe der
Cholesterin- Konzentration zunimmt. So Uberleben in Kultur 100 mit 46 % fast ein-
einhalbmal so viele Zellen wie in der Referenz mit 30%. Die Uberlebensrate der
Kultur 125 ist mit 57 % die hochste. Im vorherigen Experiment hatte die Referenz
eine Uberlebensrate von 30 %, die Kultur 100 eine von 53 % und die Kultur 125 eine
von 58 %. Die Uberlebensraten haben sich aufgrund der langeren Kultivierungsdauer
mit Cholesterin nicht wesentlich verandert. Die grof¥e Anderung liegt bei Kultur 100
mit 7 % vor. Die Dauer der Kultivierung hat demnach keinen gravierenden Einfluss
auf die Uberlebensraten.

Den gemittelten Schubspannungen kann die Héhe der Scherbelastung enthnommen
werden. Mit 2,0 N/m? herrscht in der Referenz die grofte Belastung. Mit Zugabe von
Cholesterin nimmt die Schubspannung ab. Die Schubspannung inden Cholesterin-

Uberlebensrate Rs [%] Schubspannung 7 [N/m?]
Referenz Kultur 100 Kultur 125|Referenz Kultur 100 Kultur 125
Mittelwert 30 46 57 2,0 1,8 1,8

Tab. 3.7 gemittelte Uberlebensrate und Schubspannung von CV01, CV02 und CV03
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Anderung der/des Referenz Kultur 100 Kultur 125
... Totzell zah! [10° Ze/m] 1 -2 -1

... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -19 -12 -9

... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -18 -14 -11

.. Vitalitat [%] -25 -12 -6

... Ammoniumkonzentration [mg/l] 0 2 0

... Proteinkonzentration [mg/l] 11 12 10

.. relativen LDH-Wertes[U/] 42 40 58

Tab. 3.8 gemittelte Analysenwerte von CV01, CV02und CV03

Kulturen ist mit 1,8 N/m? identisch. Die Schubspannungen weichen bei Referenz und
Kultur 100 im Vergleich zu den gemittelten Werten der Kulturen CO7-C10 um
+/- 0,1 N/m? ab. Dieser Wert entspricht 5% bezogen auf eine Schubspannung von
1,9 N/m? und liegt in der GréRenordnung des Gerétemessfehlers. Die Schubspannung
der Kultur 125ist identisch mit der der vorherigen Versuche.

Die Veranderungen der untersuchten Parameter der Scherstressiersuche sind in
Tab. 3.8 zusammengefasst. Sie bestétigen die Ergebnisse der Uberlebensrate und der
Schubspannung in Tab. 3.7. Die Lebend- und Gesamtzellzahlen verringern sich im
Versuchsverlauf bei allen Kulturen. Die Totzdlzahl verzeichnet die geringsten Ab-
nahmen. In den Kulturen 100 wind 125sind die Anderungen der Totzdlzahlen mit de-
nen der vorherigen Versuche vergleichbar (s. Tab. 3.4). Estritt jeweils eine Abnahme
von 1 his 2*10* Zellen pro Millil iter auf. Die Totzdlzahlen der Referenz efahren im
Gegensatz zum vorherigen Versuch rnur eine geringe Zunahme. Bei den Tot-
zellzahlanderungen het der Zusatz und die Hohe der Cholesterin-Konzentration keinen
Einfluss. Bei der Lebendzellzahl hingegen wird der Einfluss von Cholesterin in den
Kulturen deutlich. Je grofRer die Konzentration an Cholesterin, desto geringer ist die
Abnahme der Lebendzellzahlen im Versuchszeitraum (vgl. Tab. 3.8). Der Unterschied
zwischen den einzenen Kulturen tritt deutlicher hervor als in den vorangegangenen
Versuchen. Hier besteht zwischen der Referenz und Kultur 100 eine Differenz von
7*10* Zellen pro Millil iter und zwischen den Cholesterin-Kulturen eine Differenz von
310" Zellen pro Milliliter. Die Differenz der vorherigen Versuche liegt bei
2*10*Zellen pro Millil iter (Referenz-Kultur 100, Kultur 100-Kultur 125). Die Ab-
nahme der Lebendzellzahl ist in diesem Versuch und im Versuch mit CO7-C10 fur die
substituierten Kulturen vergleichbar.

Auch die Abnahme der Gesamtzellzahl nimmt mit der Hohe der Cholesterin-
Konzentration ab. Die Abnahme in diesem Versuch ist nur fir Kultur 125 gegentber
den worausgegangenen Versuchen unverandert. Ansonsten liegt se um 3 his
510" Zellen pro Millil iter hdher Eine langere Kultivierungsdauer mit Cholesterin
scheint fUr die Gesamtzdlzahlanderungen rur fir die hoher konzentrierte Kultur von
Bedeutung zu sein. Diese Kultur weicht jedoch im Verhalten von den anderen schon
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bei der Kultivierung ab (s.0.). Deswegen sind Abweichungen auch bei den Scher-
stresexperimenten moglich.

Die Vitalitétsabnahme ist von der zugesetzten Menge an Cholesterin abhangig. Mit
einem Verlust von 25% ist die Vitalitdtsabnahme der Referenz doppelt so hoch wie
die der Kultur 200 mit 12 %. Kultur 125 verzeichnet nur einen Verlust von 6 % ihrer
ursprunglichen Vitalitét. Im Gegensatz z2u dem vorherigen Versuch sind die Vitalitéts-
verluste bei den substituierten Kulturen deutlich geringer. Hier macht sich die langere
Kultivierung mit Cholesterin erstmals bemerkbar.

Die Anderung der Proteinkonzentration wird ebenso wie die Ammoniumkonzentra-
tion und der relative LDH-Wert nicht oder nur sehr gering duch die Cholesterin-
Zugabe beeinflusg, wie sich schon im vorangegangenen Versuch feststellen lief3.

Werden die Daten der Versuche mit Cholesterin versetzten Vorkulturen insgesamt
betradhtet, sind duchaus positiven Ergebnisse a1 erkennen. Der Stoffwechsel der
Zellen wird gering beeintrachtigt. Dies wirkt sich positiv auf die t-PA-Produktion aus.
Das zugesetzte Cholesterin hemmt weder das Zellwachstum noch fihrt es zu Vitali-
tétsverlusten. Es fuhrt bei langerer Kultivierungsdauer zu geringeren Vitalitétsverlu-
sten. Bei den Anderungen der Lebendzellzahl tritt eine groRere Differenz gegentiber
der Referenz auf, bei den Gesamtzellzahlen hingegen nicht. Die Veranderung bei der
Totzdlzahl unterscheidet sich kaum von der der vorausgegangenen Versuche. Das
Cholesterin erhoht, wenn es den Zellen in den Konzentrationen von 100 bzw.
125mg/l schon in der Vorkultur zugefhrt wird, die Scherresistenz der Zellen um
mehr als 15 % gegenuiber der Referenz ahnlich der der vorherigen Versuche. Auch die
Schubspannungen dhneln denen der vorherigen Versuche. Cholesterin erweist sich als
geeignetes Additiv, welches sine Wirkung schon in kurzen Kultivierungszeiten ent-
faltet und nicht erst durch eine langere Kultivierungsdauer die Scherempfindlichkeit
der Zellen senkt.
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Es erfolgt eine langere Kultivierungsreihe von 151 Stunden mit Cholesterin (LC), die
als Vorbereitung fir die Langzeit-Scherexperimente fungiert. Die Cholesterin-
Konzentration wird fir diesen Versuch mit 100 mg/l angesetzt. Die tatséchlich gemes-
sene Konzentration liegt bei durchschnittlich 75 mg/l.

Die Lebendzellzahlen der beiden Kulturen ( vgl. Abb. 3.41) differieren bis zur 66.
Stunde nur um maximal 3*10* Zellen pro Millil iter. Nach diesem Zeitpunkt setzt so-
wohl in der Referenz als auch in Kultur 100 das exponentielle Wachstum ein. Dabel
ist das Wachstum der Referenz hoher als das der Kultur 100, wie anhand der Wadhs-
tumsraten zu erkennen ist (vgl. Tab. 3.10). Dies fuhrt dazu, dassam Ende der Kulti-
vierung die Referenz mit 92*10* Zellen pro Milliliter eine um 16 % gréRRere Lebend-
zellzahl besitzt. Da die beiden Kulturen aus der gleichen Vorkultur angeimpft wurden,
kann der Unterschied in der Maximalzelzahl nicht hierauf beruhen, sondern muss
andere Ursachen haben. Es kann sich z.B. um eine normale Abweichung wahrend
einer Kultivierung handeln, da Kulturen sich nie identisch verhalten. Zum anderen
kann es sich aber auch um Einflusse des Cholesterin, die est sehr spét zu Tage treten,
handeln.

Die Kultur 100 besitzt bis zur 79. Stunde eine hthere Vitalitét gegenlber der Refe-
renz (vgl. Abb. 3.41). Dieses Verhdltnis kehrt sich in den letzten 72 Stunden um. Wird
die Vitalitét Uber den ganzen Versuchszeitraum betradhtet, kann eine Vitalitdtszunah-
me in der Referenz und in Kultur 100 festgestellt werden. Ein Einfluss des Choleste-
rins ist nicht erkennbar. Aber die gegentiber der Referenz in den letzten 50 Stunden
geringere Vitalitat deutet auf weniger optimale Bedingungen fir die Zellen der Kul-
tur 100 hin und korrespondiert gut mit der geringeren exponentiellen Zunahme.

Die Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten der Kulturen unterscheiden sich
nicht (vgl. Tab. 3.9). Der Stoffwechsel von Glukose und Laktat wird nicht durch das
zugegebene Cholesterin beeinflusg.
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Zeit [h] 0 21 43 66 79 105 136 151
Glukoseverbrauchsrate - 12 08 03 11 02 02 01
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz

Glukoseverbrauchsrate - 12 08 03 09 03 02 02
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100

L aktatproduktionsrate - 14 07 02 00 00 00 00
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz

L aktatproduktionsrate - 15 08 02 00 00 00 021

[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100
Tab. 3.9 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von LC

Zeit [h] 0 21 43 66 79 105 136 151
Ammoniumproduktionsrate -- 45 49 21 58 0 6 0
[ug/d*1 Mio. Ze] Referenz

Ammoniumproduktionsrate - 59 25 36 34 0 0 11
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 100

t-PA-Produktionsrate -- 483 177 495 607 154 136 48
[ng/d*1 Mio. Ze] Referenz

t-PA-Produktionsrate -- 576 524 306 643 224 62 0
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 100

Wachstumsrate [d™] Referenz -- 0,22 0,03 0,03 0,07 0,20 0,09 0,06
Wachstumsrate [d™] Kultur 100 -- 0,20 0,05 0,01 0,02 0,25 0,20 0,03

Tab. 3.10 Ammnonium- und t-PA-Produktionsrate sowie Wachstumsrate von LC

In der 79. Stunde befindet sich ein Maximum von 90 mg Ammonium pro Liter in
beiden Kulturen. Bis zum Versuchsende sinkt die Konzentration auf 70mg/I in der
Referenz und 76 mg/l in Kultur 100 ab (vgl. Abb. 3.42). Auch hier unterscheiden sich
die Produktionsraten nicht wesentlich (vgl. Tab. 3.10). Es ist demnach keine Auswir-
kung des Cholesterins auf den Ammoniumstoffwechsel festzustellen.

Wird die Konzentration von t-PA betradtet (vgl. Abb. 3.42), fallt eine durchgehend
hohere, von mindestens 10 ks maximal 140ug/l reichende Konzentration der Kul-
tur 100 auf. Die Konzentration der 151 Stunde bildet die einzige Ausnahme. Werden
die Produktionsraten betradhtet, sind beide Kulturen im Versuchsabschnitt von der 66.
bis zur 105 Stunde gleichwertig (vgl. Tab. 3. 11). Im ersten Kultivierungsabschnitt
biszur 43. Stunde ist die Produktionsrate der Kultur 100 hoher, wahrend sie im letzten
Abschnitt geringer ist als die der Referenz. Dies erklért sich aus der verringerten t-PA-
Produktion. In Kultur 100 wird das t-PA vorwiegend in den ersten 79 Stunden gebil-
det. In der Referenz wird nach der 79. Stunde mehr t-PA gebildet alsin Kultur 100

Geringflgige Differenzen gibt es bei den Konzentrationen der einzelnen Aminosau-
ren (Daten s. Anhang). Dass dies keine wesentlichen Anderungen sind, ist an der
Konzentration des Glutamins zu erkennen. Das Glutamin wird von der Kultur 100im
gleichen Zeitraum wie in der Referenz bis zu einer nur um 2 mg/| differierenden Kon-
zentration verstoffwechselt. Auch am Beispiel des Alanins kdnnen die geringen Ab-
weichungen nrechvollzogen werden. Mit einer Anfangskonzentration von 4 bzw.
5mg/l der Kultur 100 bzw. der Referenz wird tber ein Maximum von 30 bzw.
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Abb. 3.42 Ammnonium- und t-PA-Konzentration von LC
36 mg/l ein Endwert von 17 bzw. 24 mg/l erreicht. Das Maximum der Kultur 100 ist
um 6 mg/l kleiner und tritt 26 Stunden fruher auf. Aufgrund des niedrigeren Maxi-
mums ist auch der Endwert um 7 mg/l geringer alsin der Referenz.

Auf den ersten Blick widersprechen sich die Ergebnisse von Zellzahlen und Analy-
sen. Die t-PA-Konzentration der Referenz steigt nicht Uber die Konzentrationen der
Kultur 100, obwohl die Lebendzellzahlen ab der 105 Stunde deuitlich tber denen der
substituierten Kultur liegen. Dies lasg sich mit geringeren Produktionsraten der Refe-
renz im beschriebenen Zeitraum erkléren. Ebenso ist die Ammoniumkonzentration der
beiden Kulturen vergleichbar. Ab dem Zeitpunkt, wo sich die Lebendzellzahlen der
Kulturen unterscheiden wird kein Ammonium mehr produziert. Der rapide Abfall der
Konzentration von der 79. zur 105. Stunde kann eventuell durch ein Ausgasen einer
bestimmten Menge an Ammoniak hervorgerufen werden.

Die beiden Kulturen verhalten sich abgesehen von der Differenz der Lebendzellzah-
len aquivalent. Die Vitalitét ist d8hnlich, Ammonium- und t-PA-Konzentration differie-
ren rur wenig. In Beaug auf die Lebendzellzahlen sind die Kulturen ab der 105 Stun-
de nicht mehr vergleichbar.

Fur die Langzeit-Scherexperimente wird der Versuch fur die Referenz einmal, fir

die Cholesterin-Kultur dreimal durchgefihrt. Die Ergebnisse der Cholesterin-
Scherexperimente werden gemittelt.
In Tab. 3.11 sind Uberlebensraten und Schubspannungen zusammengestellt. Die
Uberlebensrate der Referenz betragt 0 %. Obwohl sich die Schubspannung der Refe-
renz von der der Kultur 100 nur um 0,1 N/m? unterscheidet, wird eine Uberlebensrate
von 23% in der Cholesterin-Kultur erzielt. Mit den Uberlebensraten der Kurzzeit-
Scherexperimente verglichen (s. Tab. 3.3 u. 3.7), sind die der Langzeit-Versuche um
23-33% kleiner, was auf die langere Dauer des Experiments zurtickzufiihren ist. Die
Schubspannung der Referenz ist den Kurzzeit-Experimenten gegentiber unverandert,
ebenso die Schubspannung der Kultur 100
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LC | Referenz Kultur 100
R [%] 0 23
T [N/m? 2,0 1,9

Tab. 3.11 gemittelte Uberlebensrate und Schubspannung von LC

Zusétzlich zu den Untersuchungen der Kurzzeit-Scherexperimente werden bei den
Langzeit-Versuchen Glukose und Laktat sowie t-PA und Aminosauren bestimmt. Die
entsprechenden Raten zur Konzentrationsdnderung der einzelnen Stoffe und die
Wadstumsrate werden ermittelt. In diesem Versuch kann aufgrund der Verwendung
des Logarithmus in der Berechnung der Wachstumsrate die Rate der Referenz nicht
bestimmt werden, weil der Logarithmus von Null nicht definiert ist. In der Referenz
stirbt die gesamte Kultur im Scherexperiment ab.

Die Anderungen von Lebend- und Gesamtzellzahl sind bei der Referenz und bei

Kultur 100 identisch, ebenso wie die Anderung der Totzdlzahl (vgl. Tab. 3.12). Die
geringere Vitalitatsabnahme sowie die kleinere Anderung des relativen LDH-Wertes
sprechen fiir eine groRere Uberlebenswahrscheinlichkeit der Zellen in der substituier-
ten Kultur. Die am Ende des Versuches mit durchschnittlich 0,11 g/l hdhere Abnahme
der Glukosekonzentration und die mit 0,25 ¢/l groRere Laktatkonzentration belegen
den Verbrauch kew. die Produktion dieser beiden Produkte ebenso, wie die augehori-
gen Raten (vgl. Tab. 3.13). Auch die Zunahme der t-PA-Konzentration wahrend des
Versuches bei beiden Kulturen deutet auf ein Funktionieren des Stoffwechsels in den
Zellen und damit ein Uberleben dieser hin. Im Fall der Kultur 100 ist diese Funktion
um ein Vielfaches grof3er als bei der Referenz.
Ein Wachstum ist in beiden Kulturen nicht zu beobachten. Die Referenz stirbt wah-
rend des Versuchs vollstandig ab. Die Scherbelastung dker 24 Stunden kann in
den Zellen nicht kompensiert werden. In Kultur 100ist die Wachstumsrate —1 d, die
Lebendzellzahlen nehmen geringfigig ab. Gegenilber der Referenz ist hier die
Scherempfindlichkeit der Zellen geringer.

Anderung der/des Referenz Kultur 100
... Totzellzahl [10° Ze/ml] 0 -1
... Lebendzell zah! [10* Ze/ml] -19 -19
... Gesamtzell zahl [10* Ze/m] -18 -19
... Vitalitéat [%] -53 -35
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 4 8
... Proteinkonzentration [mg/l] 15 10
... relativen LDH-Wertes[U/] 164 63
... Glukosekonzentration [g/l] 0,0 -0,1
... Laktatkonzentration [g/I] 0,0 0,3
... t-PA-Konzentration [ug/l] 14 47

Tab. 3.12 gemittelte Analysenwerte von LC
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Referenz Kultur 100

Wachstumsrate [d™ ] * -1
Glukoseverbrauchsrate 0,0 0,6
[mg/d*1 Mio. Z€]

L aktatproduktionsrate 0,0 1,2
[mg/d*1 Mio. Z€]

Ammoniumproduktionsrate 43 42
[ug/d*1 Mio. Z€]

t-PA-Produktionsrate 148 235
[ng/d*1 Mio. Z€]

Tab. 3.13 gemittelte Raten von LC; * die Wachstumsrate kann wegen der Lebendzellzahl — sie
ist fir die Referenz gleich Null nach dem Experiment — nicht ermittelt werden

Einen weiteren Hinweis auf Stoffwecdhselvorgange gibt die Analyse der Aminosaure-
Konzentrationen (Daten s. Anhang). Die Konzentration von Glutamin nimmt in bel

den Kulturen ab. Alanin wird im Zeitraum des Scherexperiments von beiden Kultu-
ren produziert. Die Konzentrationsunterschiede sind hier gering, da der Zeitraum kurz
bemessen ist.

Zusammengefasg ergeben sich folgende Ergebnisse: in Kultur 100 findet eine der
Referenz gegeniiber erhohte Bildung von Glukose bzw. ein erhéhter Verbrauch von
Laktat statt. Dagegen dhnelt die Umsetzung der Aminosauren in Kultur 100 der Um-
setzung der Referenz. Die t-PA-Produktion wahrend des Versuchs ist in Kultur gréfi3er
als die der Referenz, wobei die ,Produktion” in der Referenz eher durch eine Freiset-
zung des in den Zellen gelagerten t-PAs hervorgerufen sein dirfte. Es liegt in Kul-
tur 100 eine kleinere Anderung des relativen LDH-Wertes vor. Tot-, Lebend- und Ge-
samtzellzahl nehmen im gleichen Mal3 ab. Die Vitalitdtsabnahme ist um knapp 20%
geringer als in der Referenz. Die Anderungen in der Proteinkonzentration und der
Ammoniumkonzentration unterscheiden sich nur geringfligig voneinander.

Die Zugabe von Cholesterin ergibt in den Langzeit-Versuchen nur noch einen klei-
nen, aber immer noch bestehenden Vorteil fur die in Kultur befindlichen Zellen. Die
Veranderungen von Lebend- und Gesamtzellzahl nehmen zu und unterscheiden sich
nicht mehr wesentlich von denen der Referenz. Die Schubspannungen der Choleste-
rin-Kultur und der Referenz unterscheiden sich nicht deutlich von denen der Kurzzeit-
Experimente. Eine groRere Uberlebenswahrscheinlichkeit und ein kleinerer Vitalitéts-
verlust in Bezug auf die Referenz deuten aber auf bessere Bedingungen bei der Chole-
sterin-Kultur hin. Das Additiv kann in Langzeit-V ersuchen eingesetzt werden.
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Das zweite Additiv in der ersten Gruppe ist Ergosterin. Es werden drei Kultivie-
rungsreihen durchgefiihrt. Zu den ersten beiden Rethen gehdren Kulturen mit Ergoste-
rinrKonzentrationen von 10 uwnd 20pg/ und zur dritten Kultur mit Konzentrationen
von 2,5 (Kultur 2.5) und 5mg/l (Kultur 5). Es werden die Kultivierungsdaten der
dritten Reihe aufgefhrt.

Die Lebendzellzahl in der Kultivierungsreihe EO3 zeigt eine Abhangigkeit von der
Ergosterin-Konzentration (vgl. Abb. 3.43), obwohl im Toxizitétstest keine Beeinflus-
sung der Zellen durch Konzentrationen bis 20 mg/l Ergosterin festgestellt wird. Diese
kann nicht durch die Ethanol-Zugabe verursacht sein, da alle drei Kulturen 0,04 %
Ethanol enthalten. Die Abweichung kann durch das unterschiedliche Kultivierungssy/-
stem hervorgerufen werden. In den Toxizitétstests werden die Zellen nicht in Suspen-
sion gehalten und nicht durch einen Ruhrer aufgewirbelt. Die Zellzahlen sind zwar in
dem Toxizitétstest von Ergosterin schwierig zu bewerten, unterscheiden sich aber nur
gering (s. Abb. 3.10). Dassin der durchmischten Kultur die Zellzahlen ab der 41.
Stunde in den substituierten Kulturen eindeutig niedriger sind, kann auf die standige
Belastung der Zellen durch die Ruhrbewegung zurtickzufihren sein. Dies wirde auf
scherempfindlichere Zellen in den Ergogsterin-Kulturen hindeuten. Sollte diese Theorie
stimmen, misgen sich in den anschlief3enden Scherexperimenten Beweise finden.

Die hoher konzentrierte Ergosterin-Kultur zeichnet sich durch ein geringeres
Wadstum der Zellen aus. Die Kultur mit 5 mg/l hat ihre maximale Lebendzellzahl
mit 22*10*Zellen pro Millil iter in der 41. Stunde. Das Maximum der Kultur 2,5 liegt
ebenfalls in der 41. Stunde, jedoch mit 30*10* Zellen pro Millil iter deutlich hbher. Die
Lebendzellzahl der Referenz nimmt stetig zu und erreicht einen Endwert von
37*10* Zellen pro Millil iter, doppelt so hoch wie in den substituierten Kulturen.
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Abb. 3.43 Zdllzahl und Vitalitat von EO3
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Zeit [h] 0 19 41 65 89
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 19 07 06 04
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 - 26 17 14 10
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5 - 13 08 09 06
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 16 09 03 02
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 - 27 20 12 13
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5 - 15 11 06 06
Tab. 3.14 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von E03
Zeit [h] 0 19 41 65 89
Ammoniumproduktionsrate [pg/d*1 Mio. Ze] Re-| -- 0 98 14 9
ferenz
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Z¢e]| -- 22 52 0 21
Kultur 5
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze]| -- 110 O 47 5
Kultur 2,5
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 359 402 486 444
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 -- 531 098 88 134
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25| -- 473 380 7 68
Wachstumsrate [d™] Referenz -- 0,06 0,04 0,13 0,04
Wachstumsrate [d}] Kultur 5 -- 0,21 0,03 0 -0,07
Wachstumsrate [d™Y] Kultur 2,5 -- 0,22 0,03 -0,06 -0,12

Tab. 3.15 Ammoniumproduktionsrate, t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von EO3

Die Wachstumsraten der substituierten Kulturen nrehmen im Versuchsverlauf konti-
nuierlich ab. Die der Referenz zeigen ebenfalls eine Abnahme (vgl. Tab. 3.15). Le-
diglich die Rate in der 65. Stunde weist andeutungsweise eine exponentielle Phase
auf. Mit einer Zunahme von kapp 8*1(f Zellen pro Milliliter ist das Wachstum fiir
eine exponentielle Wachstumsphase aer zu gering.

Die Vitalitdt von Kultur 5 sinkt nach dem Hochststand der Lebendzellzahlen bestan-
dig bis auf 57 % bei Versuchsende (vgl. Abb. 3.43). Dagegen bleiben die Vitalitaten
der Referenz und von Kultur 2,5 tber den Versuchsverlauf konstant. Die Abnahme
der Lebendzdlzahlen in Kultur 2,5 geht folglich nicht mit einer Vitalitétsabnahme
einher. Das bedeutet, dasssich die Totzdlzahl im Verhdltnis zur Lebendzdlzahl nicht
erhdht. Um die Zellzahl trotzdem zu verringern, muss die Gesamtzellzahl abnehmen
und sollten die toten Zellen aufgelost werden. Dies gricht wieder fur scherempfindli-
chere Zellen in Kultur 2,5.

Bei der Betradhtung der Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten ist ein be-
lasteter Stoffwechsel erkennbar (vgl. Tab. 3.14). Ungeachtet der niedrigeren Gesamt-
und Lebendzellzahl ab der 41. (Kultur 5) bzw. der 65. (Kultur 2,5) Stunde wird von
den substituierten Kulturen im gleichen Zeitraum eine hohere Konzentration an Glu-
kose a1 Laktat umgesetzt als bei der Referenz. Die Zellen der substituierten Kulturen
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Abb. 3.44 Ammonium- und Proteinkonzentration von EO03

werden durch die Ergogterin-Zugabe Stressausgesetzt, der sich in der hdheren Umset-
zung von Glukose a1 Laktat bemerkbar madt.

Die Proteinkonzentrationen liegen in Abhangigkeit von der Ergosterin-
Konzentration unter denen der Referenz (vgl. Abb. 3.44). Obwohl die Lebendzellzah-
len von Kultur 2,5 bis zur 41. Stunde gréR3er gleich der Referenz sind, ist die Protein-
konzentration geringer. Dies deutet wiederum auf nicht optimale Bedingungen in der
Ergosterin-Kultur hin.

Die Ammoniumkonzentration der Kultur 2,5 ist mit der der Referenz vergleichbar
(vgl. Abb. 3.44). Wegen der unterschiedlichen Lebendzellzahlen sollte die Konzen-
tration ab der 41. Stunde geringer sein. Es wird mehr Ammonium produziert als in der
Referenz. Das lasst sich bei einem Vergleich der Produktionsraten in der 65. Stunde
bzw. der Addition aller Produktionsraten Uber die gesamte Versuchsdauer feststellen
(vgl. Tab. 3.15). Kultur 5 produziert dagegen weniger Ammonium, wie sich zum ei-
nen an der Konzentration (vgl. Abb. 3.44) und zum anderen an den Uber den Ver-
suchszeitraum addierten Produktionsraten erkennen |&sst.

Die Konzentration des t-PA ist bis zur 19. Stunde (Kultur 5) bzw. bis zur 41. Stunde
(Kultur 2,5) mit der der Referenz identisch (vgl. Abb. 3.45). Nadh diesem Zeitpunkt
sind die Konzentrationen geringer. Sie entsprechen damit der Abnahme der Lebend-
zellzahlen. Die Produktionsraten der Ergosterin-Kulturen nehmen im Versuchsverlauf
ab. Der Grof¥eil des t-PAs wird innerhalb der ersten 19 Stunden (Kultur 5) bzw. in-
nerhalb der ersten 41 Stunden (Kultur 2,5) produziert (vgl. Tab. 3.15). Es zegt sich
auch hier ein Nachteil, da in der Referenz die t-PA-Produktion gleichmaiig verlauft.
Dieser Nadhteil wird vermutlich durch das Ergosterin ausgelost, da & nur in den bei-
den Ergogterin-Kulturen auftritt und alle Kulturen bis auf diesen Zusatz gleich behan-
delt werden.
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Abb. 3.45 t-PA-Konzentration von EO3

In den Konzentrationen der Aminosduren lassen sich ebenfalls Unterschiede awi-
schen den substituierten Kulturen und der Referenz erkennen. Die Abnahme der
Glutaminkonzentration betragt bei der Referenz 106 mg/l bei Kultur 5 bereits nur
noch 85 mg/l (Daten s. Anhang). Bei Kultur 2,5 betrégt sie 89 mg/l. Bei geringerer
Abnahme der Glutaminkonzentration wird eine der Referenz @hnliche Zunahme der
Glutaminsdure-Konzentration von 30 mg/| festgestellt. Das umgesetzte Glutamin wird
demnach in den substituierten Kulturen als Glutaminséure gespeichert, wohingegen
das Glutamin in der Referenz der Energiegewinnungdient.

Die Alaninkonzentration am Ende der Kultivierungsreihe dhnelt sich in allen drei
Kulturen. Die Konzentration liegt bei 40 mg/l. Die Ausgangskonzentration von Kultur
2,5 ist mit 13 mg/l jedoch doppelt so hoch wie die der Referenz und der Kultur 5, d.h.
die Konzentrationszunahme ist geringer. Es wird in Kultur 5 eine dhnliche Zunahme
wie in der Referenz verzeichnet, obwohl sich die Lebendzellzahlen ab der 19. Stunde
deutlich unterscheiden.

Aufgrund der unterschiedlichen Zellzahlen sollten sich die Aminosdure-
Konzentrationen deutlicher unterscheiden als es hier der Fall ist. Es kann daher von
einer Beeinflusaung der Umsetzung der Aminosauren durch Ergosterin ausgegangen
werden.

Das Additiv Ergogterin beanflusst in den gewdahlten Konzentrationen von 2,5 und
5mg/l das Zellwachstum der Zellen. Aus den schwierig zu bewertenden Toxizi-
tétstests geht dies nicht hervor. Die Differenz awischen Toxizitétstest und Kultivie-
rung konnte aif den unterschiedlichen Systemen beruhen (mit und ohne Durch-
mischung). Dann wére Ergogerin fir eine Resistenzbildung gegen Scherstress unge-
eignet. Maoglich ist auch, dass der Einfluss des Ergosterins wegen der geringen
Zellzahlen und der vermutlich auch geschadigten Zellen in den Toxizitétstests nicht
erkennbar war.



3 Ergebnisse und Diskussion 64

In dieser Kultivierung zeigt sich ein negativer Einfluss auf die Umsetzung von Glu-
kose a Laktat, eine geringere und abnehmende t-PA-Produktion. Aul3erdem ergibt
sich eine Uber den gesamten Versuch betrachtete ehdhte Ammoniumproduktion in
Kultur 2,5.

Um die Vermutung, dass Ergogterin schon in einer Kultivierung ohne ausétzliche
Einwirkungen die Scherempfindlichkeit der Zellen senkt zu bestdtigen, werden
Scherexperimente mit Ergosterin durchgefuhrt. Dabel werden auch die Konzentratio-
nen von 10 und 20mg/Il aus den Reihen EO1 und EO2 berticksichtigt.

Es werden je avei Scherexperimente von EO1 und EO2 und drei von EO3 duchge-
fuhrt. Die Uberlebensraten und Schubspannungen der K urzzeit-Scherexperimente
sind in Tab. 3.16 zusammengefasst. Auffallig ist das unterschiedliche Verhalten der
Referenz. In den Versuchen EO1 und EO2 ist bei gleicher Schubspannung von
1,9 N/m? die Uberlebensrate Rs 42 %, in EO3 dagegen rur 24 %. Dies kann auf die
unterschiedlichen Vorkulturen zurtickgefiihrt werden. In den ersten beiden Versuchen
liegt die Uberlebensrate der Referenz lber der von den Kulturen 10 wnd 20 Die
Schubspannung der Referenz ist mit 1,9 N/m? um 0,1 N/m? groRer als die der substi-
tuierten Kulturen. Das heisst, dassbei einer im Versuchsgefal? geringfligig niedrigeren
Belastung firr Kultur 10 und 20 ihre Uberlebensraten in Bezug auf die Referenz klei-
ner sind. Es it trotz , guirstigerer” Bedingungen keine hohere Uberlebensrate vorhan-
den. Die Kulturen scheinen scherempfindlicher zu sein als die Zellen der Referenz. In
EO3 st die Schubspannung der Referenz mit der der substituierten Kulturen identisch.
Die Uberlebensrate der Referenz liegt dagegen zwischen den substituierten Kulturen.
Jedoch ist der Unterschied zu Kultur 2,5 mit 6 % gering. Kultur 5 besitzt mit 39 %
eine eineinhalb mal so groRRe Uberlebensrate wie die Referenz mit 24 %. Kultur 5
scheint scherunempfindlicher als die Referenz zu sein. Ob dies zutrifft oder ob es eine
andere Erklarung fur die hohere Uberlebensrate gibt, sollte den ermittelten Analysen-
werten der Kulturen entnommen werden kénnen (vgl. Tab. 3.17).

An den gemittelten Analysenwerten ldsg sich erkennen, wie sich die Referenz in
Bezaug auf die substituierten Kulturen verhalt. Dabei wird Versuch EO3 gesondert be-
tradtet.

In Versuch EO3 sind die Anderungen der Lebend- und Gesamtzellzahl sowie der
Vitalitdt der Referenz bezogen auf die der substituierten Kulturen gréf3er. Dabel wei-

Uberlebensrate Rs [%] Schubspannung 7 [N/m?]
Refe- Kultur Refe- Kultur
renz 2,5 5 10 20 [renz | 2,5 5 10 20
Mittelwert | 42 -- -- 35 31 19 -- - 18 18
EO1, EO2
Mittelwert | 24 18 39 - - 19 19 19 -- --
EO3

Tab. 3.16 gemittelte Uberlebensrate und Schubspannung von EO1, E02, EO3
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chen sie in der Gesamtzellzahl und in der Vitalitdt nur gering von Kultur 2,5 ab. Die
Veranderungen bei der Totzdlzahl liegen zwischen den Werten fir die substituierten
Kulturen. Hier ahneln sie denen der Kultur 5.

Werden die Anderungen des relativen L DH-Wertes betradhtet, so lassen sich bei den
substituierten Kulturen gering hohere Werte feststellen. Die Anderungen der Protein-
konzentration sind in allen Kulturen vergleichbar. Nicht so die Anderungen der Am-
moniumkonzentration. Die Anderung in Kultur 5 ist hoher als die der Referenz und
der Kultur 2,5.

Die Analysenwerte von E03 sind schwierig zu bewerten. Einerseits lassen die hthere
Abnahme der Zellzahlen und der Vitalitat bei der Referenz eine geringere Uberlebens-
rate als bei den substituierten Kulturen erwarten, was nur in Beaug auf Kultur 5 zu-
trifft. Andererseits llte aifgrund der geringen Abweichungen zwischen den substi-
tuierten Kulturen auch die Uberlebensrate nur gering abweichen. Das ist nicht der
Fall. Bei den Anderungen werden nicht die absoluten Werten betradhtet, sondern rur
die Differenzen gemessen. Sind die Zellzahlen am Beginn des Scherexperiments ge-
ringer, erhalten die Anderungen eine andere Bedeutung. Das trifft bei Kultur 2,5 zu.
Die Zellzahlen sind um fast 20 % geringer. Dadurch kénnen die dhnlichen Anderun-
gen die Tendenz der Uberlebensrate bestétigen.

Die hohere Uberlebensrate der Kultur 5 stimmt gut mit den im Verhltnis zur Refe-
renz und zur Kultur 2,5 ermittelten Anderungen tberein, jedoch nicht mit den ermit-
telten Zellzahlen in der Kultivierung (s. Abb. 3.43). Aufgrund der geringeren Lebend-
zellzahlen und des den anderen Kulturen gegentiber schlechteren Wachstums ist eine
geringe Uberlebensrate 2u erwarten gewesen. Nun kann es aber sein, dassdie Zellen
wegen der geringen Teilungsaktivitéten wahrend der Kultivierung mehr Energie fur
die Regenerierung der Zellmembran zur Verfiigung haben und so den gleichen Scher-
belastungen besser widerstehen konnen. Das wiirde die hohere Uberlebensrate aklé
ren.

Die Ergebnisse der Versuche EO1 und EO2 sind eindeutiger. Die Referenz weist eine
geringe Abnahme der Lebendzellzahl und der Vitalitét in Bezug auf Kultur 10 und
20 auf. Die Gesamtzellzahlabnahme ist in den substituierten Kulturen gering hoher als

Referenz Kultur

; EO3 EO1| 25 5 10 20
Anderung der/des E02

... Totzell zahl [10% Ze/m] -1 -2 -4 0 3 2
.. Lebendzell zah! [10* Ze/ml] -25 -15 | -19 -20 -20 -18
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -25 -16 | -23 -20 -19 -17
... Vitalitat [%] -32 22 | -29 -21 -31 -33
... Ammoniumkonzentration [mg/l] | O 2 0 9 1 3
... Proteinkonzentration [mg/l] 15 17 18 18 16 17
.. relativen LDH-Wertes[U/l] 105 132 | 115 122 124 128

Tab. 3.17 gemittelte Analysenwerte von E01, EO2 und EO3
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in der Referenz. Dagegen ist bei ihnen eine Zunahme der Totzdlzahl zu verzeichnen.
Diese nimmt in der Referenz ab. Die Anderungen der Protein- sowie der Ammonium-
konzentration zeigen keine Unterschiede.

In diesen Versuchen stimmt die Uberlebensrate mit den Ergebnissen der Analysen
Uberein. Die hohere Uberlebensrate entspricht der geringsten Abnahme der Lebend-
zellzahl. Anzumerken ist dabei, dassder hoheren Uberlebensrate die hthere Schub-
spannung zuzuordnen ist. Fur die substituierten Kulturen bedeutet dies, dass bei ge-
ringfligig gunstigeren Bedingungen keine hoheren sondern geringere Uberlebensraten
erreicht werden. Dies kann vermutlich auf die Auswirkungen des Ergosterins zurtick-
gefuhrt werden.

Werden alle Ergebnisse fur das Additiv Ergosterin zusammengefasst, ergibt sich bei
geringerer Belastung fur die Konzentrationen von 10 und 20mg/l ein grélRerer Vitali-
tatsverlust als bei der Referenz. Diese Konzentrationen sind zum Senken der
Scherempfindlichkeit ungeeignet. Die Konzentrationen von 2,5 und 5mg/l weisen bel
identischer Belastung ahnliche bzw. bessere Uberlebensraten als die Referenz auf.

Das Additiv ist in den Konzentrationen von 10 bzw. 20mg/l zur Senkung der
Scherempfindlichkeit nicht geeignet. In den Konzentrationen von 2,5 bzw. 5 mg/l tre-
ten hohere Uberlebensraten als in der Referenz auf. Das Additiv setzt die Scheremp-
findlichkeit herab. Wegen der Beeintraditigung des Zellwachstums und wegen der
ungunstigeren Ausnutzung der Glukose eignet es sch aber nicht zur dauerhaften Zu-
gabe fur eine Kultivierung.
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3.2.1.2 Gruppell : Cholsdure, Lithocholsdure, Deoxycholsdure

In dieser Gruppe wird die Lithocholséaure nicht weiter untersucht, weil sie sich in den
verwendeten Konzentrationen im Toxizitdistest als toxisch erwiesen hat (s
Abb. 3.23).

Fur die Cholsaure-Experimente werden vier Kultivierungsreihen durchgefihrt. Zu
den ersten drei Reihen gehdren substituierte Kulturen mit Konzentrationen von 50 und
75mg/l. Die vierte Reihe wird mit Konzentrationen von 25 und 50mg/I Cholsaure
durchgefuihrt. Es werden die Daten der vierten Reihe CHO4 dargestellt.

Die Kulturen besitzen ein unterschiedliches Wachtumsverhalten. Dies wird anhand
der Lebendzdlzahlen in Abb. 3.46 ceutlich. Kultur 50 erféhrt ein stetiges aber gerin-
ges Wachstum. Die Lebendzellzahlen nehmen um 84 % zu. Die Referenz durchlauft
hingegen bis zur 49. Stunde @ne Lag-Phase bevor ihr exponentielles Wachstum ein-
setzt. Hier nehmen die Lebendzdlzahlen um 130% zu. Ein dhnlicher Wachstumsver-
lauf ist in Kultur 25 zu beobadhten. Bis zur 21. Stunde tritt eine Lag-Phase auf. Da-
nach setzt eine nicht stark ausgeprégte exponentielle Wachstumsphase ein. Diese &-
nelt dem Wadhstum der Kultur 50. Zu Kultur 25 ist anzumerken, dasssie nach der 75.
Stunde aufgrund geringer Volumina in ein 50 ml Monolayer-Kultivierungsgefal3 tiber-
fahrt wird. Dies ist bei Betrachtung des letzten Mesgpunktes in den Analysen zu be-
adten. Die entsprechenden Daten sind mit einem Stern () gekennzeichnet. Ein ein-
deutiger Einflussder Cholsdure auf die Lebendzellzahlen ist nicht zu erkennen. Der
abweichende Wachstumsverlauf der Kultur 50 kann auch durch die hohere Animpf-
dichte bedingt sein.
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Tab. 3.46 Lebendzellzahl und Vitalitét von CHO4, Kultur 25 von der 75. zur 80. Stunde
in Monolayer
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Zeit [h] 0O 21 49 75 98
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze]Referenz | -- 0,7 06 06  --
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 251 -- 09 09 05 0,6*
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 501 -- 05 04 05 0,3
Laktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz | - 08 08 06  --
Laktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25| -- 1,1 10 0,6 05*
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50| -- 0,7 05 04 0,3

Tab. 3.18 Glukoseverbrauchs- und L aktatbil dungsrate von CHO4, *Kultur 25 von der 75. zur

80. Stundein Monolayer

Die Vitalitét der Kultur 50 liegt wdhrend der gesamten Kultivierungsreihe bis zu
10 % Uber der von Kultur 25 und der Referenz (vgl. Abb. 3.46). Die Vitalitdten der
Referenz und Kultur 25 sind vergleichbar. Auch hier ist kein Einfluss der Cholsaure
auf die Vitalitét der Kulturen erkennbar.

Glukose- und Laktatkonzentration differieren nicht im Versuchsverlauf (Daten nicht
gezeigt). Weill die Zellzahlen der Kulturen sich unterscheiden, sind auch die Glukose-
verbrauchs- und Laktatbildungsrate verschieden. Die Laktatproduktions- sowie Glu-
koseverbrauchsrate der Kultur 50 liegen unter denen der Kultur 25 und der Referenz.
Die Raten von Kultur 25 sind in Bezug auf die Referenz héher (vgl. Tab. 3.18). Es
kann keine durch die Cholsdure verursachte Stoffwechselbelastung festgestellt wer-
den.

Werden die Protein- und die Ammoniumkonzentration betradhtet, féllt bei beiden die
in Bezug auf die substituierten Kulturen hohe Konzentration in der Referenz auf (vgl.
Abb. 3.47). In der Referenz ist die Proteinkonzentration in den ersten 21 Stunden mit
der der substituierten Kulturen identisch. Nach diesem Zeitpunkt ist die Konzentration
der beiden Kulturen um 6 bis 8 mg/l héher. Die Proteinkonzentrationen der substitu-
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Zeit [h] 0 21 49 75 98
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 0O 37 28 --
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 0 65 119 O*
Kultur 25

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 0 46 0O 66
Kultur 50

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz -- 389 694 1034  --
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 -- 140 837 756 566*
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 -- 531 731 1713 145

Tab. 3.19 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate von CHO4, *Kultur 25 von der 75. zur
80. Stundein Monolayer
ierten Kulturen sind &guivalent, obwohl die Lebendzellzahl der Kultur 50 goRRer ist
und die Zellen deshalb auch eine grof3ere Menge an Protein ins Medium abgeben
sollten. Gleichermal3en verhélt es sich mit der Ammoniumkonzentration. Die Kon-
zentration der Referenz Ubersteigt die der substituierten Kulturen bereits am Animpf-
tag. Wahrend des Versuchs ist die Konzentration durchgehend héher als die von Kul-
tur 25 und Kultur 50, wenngleich ihre Lebendzellzahl nicht die héchste ist. Anhand
der Ammoniumproduktionsrate (vgl. Tab. 3.19) lasd sich aber erkennen, dass die
Produktion in der Referenz gegentiber den substituierten Kulturen nicht erhht ist. Im
Gegenteil zeigt sich eine ehthte Produktion in Kultur 25. Ein von der Cholséure &-
hangiger Einflussauf die Ammonium- und Proteinkonzentration ist nicht zu erkennen.
Dem Verlauf der Lebendzellzahl vergleichbar ist die Zunahme des t-PAs (vgl.
Abb. 3.48). Hier ist die hochste t-PA-Konzentration in der Kultur mit der hochsten
Lebendzellzahl (Kultur 50) zu finden. Die t-PA-Konzentrationen der Referenz und
Kultur 25sind his zur 48. Stunde vergleichbar. Anhand der t-PA- Produktionsraten ist
zu erkennen, dass die Produktion in der Referenz und der Kultur 50 analog verlauft
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(vgl. Tab. 3.68). Die Prodiktionsrate in Kultur 25ist in Bezug auf die Referenz gerin-
ger.

Ein sich unterscheidender Stoffwechsel der Kulturen von CHO4 kann an den Ami-
nosaure-Konzentrationen nicht festgestellt werden. So ist die Abnahme der Glutamin-
und die Zunahme der Alaninkonzentration in allen drei Kulturen vergleichbar (Daten
s. Anhang). Auffélligkeiten in den Konzentrationsanderungen der aufgefihrten Ami-
nosauren sind richt vorhanden.

Die Referenz und die Kultur 50 unterscheiden sich in den Kultivierungsdaten nicht.
Dagegen weichen die Daten der Kultur 25 gering von denen der beiden anderen ab.
Die aigesetzte Cholsaure kann nicht die Ursache sein, da in der Kultur 50 de dop-
pelte Konzentration vorliegt. Denkbar wére eine Schadigung der Zellen beim Animp-
fen der Kulturen. Sie wirde das abweichende Verhalten erklaren.

Es werden von Kultivierungsreihe CHO1, CHO2 und CHO4 drei und von CHO3 Jier
K urzzeit-Scherexperimente durchgefiihrt. Die gemittelten Uberlebensraten (vgl.
Tab. 3.20) zeigen einen den substituierten Kulturen gegenuiber geringen Wert von
44 % fir die Referenz. Die substituierten Kulturen besitzen hohere Uberlebensraten.
Die mit 25 mg/l am geringsten konzentrierte Cholsaure-Kultur besitzt mit 88 % die
hochste Uberlebensrate. Mit steigender Cholsiure-Konzentration nehmen die
Uberlebensraten der Kulturen ab. Die Kultur 50 besitzt mit 70 % eine um 11 % héhere
Uberlebensrate ds Kultur 75. Die Schubspannungen der mit Cholsiure versetzten
Kulturen sind mit der der Referenz identisch und liegen bei 1,9 N/m® Die Abnahme
der Uberlebensraten ist aus den Ergosterin-Experimenten bekannt (s. dort). Hier liegt
der Grund jedoch nicht in der stéarkeren Schadigung der Kulturen mit hoheren
Konzentrationen wie beim Ergosterin. Eine denkbare Erklérung fur diese Erscheinung
ist, dass die bei htherer Konzentration in die Membran eingelagerte Cholsdure die
Membran zu sehr versteift. Auf diese Weise wird der vortellhafte Schutz wieder
verringert und de Uberlebensraten werden geringer.

Die gemittelten Analysenwerte zigen fir die Totzdlzahl der Referenz nur geringe
Unterschiede. Daflr treten jedoch hohe Differenzen in der Abnahme der Lebend-
zellzahlen zwischen der Referenz und den substituierten Kulturen auf. Die Abnahme
in der Referenz ist doppelt bis dreimal so hoch. Bei der Gesamtzellzahl verhdlt es sich
ebenso. Dabei ist in Kultur 25 de Abnahmen am geringsten. Diese Ergebnisse werden
durch die Uberlebensraten bestdtigt. Auch die Vitalitétsabnahme der Referenz ist mit
26 % doppelt bzw. sechsmal so hoch wie in den Cholsaure-Kulturen. Ein eindeutiger
Einfluss der Cholsiure auf die Anderungen der Gesamt- und Lebendzellzahlen ist
erkennbar.

Uberlebensrate Rs [%] Schubspannung 7 [N/m?]

Refe- Kultur Refe- Kultur
renz 25 50 75 renz 25 50 75

Mittelwert 44 88 70 59 19 19 19 19
Tab. 3.20 gemittelte Uberlebensrate und Schubspannung von CHO1, CH02, CHO3 und CHO4
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Anderung der/des Referenz Kultur 25 Kultur 50 Kultur 75
... Totzell zah! [10° Ze/m] 0 1 0 1

... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -14 -3 -4 -6

... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -13 -3 -6 -5

... Vitalitat [%] -26 -4 -4 -12

... Ammoniumkonzentration [mg/l] 3 2 -2 1

... Proteinkonzentration [mg/l] 21 18 13 7

.. relativen LDH-Wertes[U/] 81 34 50 42

Tab. 3.21 gemittelte Analysenwerte von CHO1, CHO2, CHO3 und CHO4

Die Anderung der Ammoniumkonzentration wird nicht durch die Cholsiure-Zugabe
beeinflusst. Sehr wohl dagegen die Anderung der Proteinkonzentration. Hier ist die
groéfde Zunahme in der Referenz und die geringste in Kultur 25 zu verzeichnen. Die
Zunahme ist abhéngig von der Hohe der Cholsdure-Konzentration. In den hoher kon-
zentrierten Kulturen ist die Zunahme geringer. Die Hohe der Proteinkonzentration
sollte mit der Hohe der Zellzahlabnahme einhergehen, da aus den sich auflésenden
Zellen Protein freigesetzt wird. Demnach misde Kultur 25 eine hohere Lebend-
zellzahlabnahme aufweisen als Kultur 50. Wie schon in der Kultivierung ist die Pro-
teinkonzentration der Kultur 25 aber trotz geringerer Zellzahl genauso hoch wie in
Kultur 50. In den hoher konzentrierten Cholsdure-Kulturen scheint das Protein gerin-
ger ins Medium ausgeschleust zu werden. Hierdurch lasg sich auch die Anderung der
Proteinkonzentration in den Scherexperimenten erkldren. Die Zellen produzieren in
den Experimenten genau wie in der Kultivierung Proteine, die sie anschlief3end teil-
weise ausschleusen. Die Anderung der Proteinkonzentration der Referenz dirfte dage-
gen auf die Zerstérung der Zellen und das dadurch freigesetzte Protein zuriickzufihren
sein.

Die hohe Anderung des relativen LDH-Wertes der Referenz in Bezug auf die sub-
gtituierten Kulturen bestétigt die geringere Uberlebensrate. Die Kultur 25 mit der
geringsten Lebendzellzahlabnahme verzeichnet auch die geringste Anderung des
LDH-Wertes. Hingegen ist das Verhdltnis der Uberlebensraten von Kultur 50 wnd 75
nicht auf die Anderungen des LDH-Wertes Ubertragbar. Der Unterschied bei dem
LDH-Wert ist jedoch gering.

Der Zusatz von Cholsdure eweist sich als wirksames Mittel, um die Schereinwir-
kung auf Zellen herabzusetzen. Die Addition zum Medium hat keine nachteiligen
Auswirkungen auf den Zellstoffwechsel. Es werden im Vergleich zur Referenz gerin-
gere Zellzahlen bei einer Cholsdure-Konzentration von 25 mg/| erreicht, die Produkti-
onsrate von t-PA bei einer Konzentration von 50 mg/l ist aber mit der der Referenz
vergleichbar. Zum Einsatz in weiteren Versuchen ist aufgrund der besseren Produkti-
vitét eine Konzentration von 50 mg/l der von 25 mg/l vorzuziehen, auch wenn diese
eine geringere Reduzierung der Scherempfindlichkeit bewirkt. Im Vergleich zum Ad-
ditiv Cholesterin werden hhere Uberlebensraten bei gleicher Schubspannung erzielt.
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Fur die Langzeit-Scherexperimente wird eine 140 Stunden dauernde Kultivie-
rungsreihe von Cholsdure durchgefihrt.

Die Lebendzellzahlen unterscheiden sich in den ersten 43 Stunden rur geringfigig
(vgl. Abb. 3.49). Nadh diesem Zeitpunkt steigen die Lebendzdlzahlen der Referenz
und der Kultur 25 kontinuierlich an. Dabei ist die Steigerung bel der Referenz gréfer
als bei Kultur 25. Die Kultur 50 erféhrt nach der 45. Stunde anachst eine mit
32*10* Zellen pro Millil iter hohe Zellzahisteigerung. Ab der 68. Stunde ist die Zu-
nahme geringer aber die Zellzahlen steigen auch hier kontinuierlich. Die areichte
Zelldichte der Referenz ist mit 68*10" Zellen pro Millil iter am héchsten, die der Kul-
tur 25 mit 55*10" Zellen pro Milliliter am geringsten (81 % der Referenz). Die Zell-
dichte von Kultur 50 ist mit der der Referenz vergleichbar (96 % der Referenz). Es
sind keine offensichtlich durch Cholséure verursadhten Differenzen in den Zellzahlen
zu erkennen. Werden die Entwicklungen der Zellzahlen mit denen der Kurzzeit-
Experimente von Cholsdure verglichen (s. Abb. 3.46), l1asg sich die gleiche Tendenz
bei den substituierten Kulturen feststellen. Eventuell sind das shnellere Ansteigen der
Lebendzellzahlen in Kultur 50 und die geringere Zunahme der Kultur 25 in Bezug auf
die Referenz doch durch Cholsdure bedingt. Das wirde bedeuten, dass eine Konzen-
tration von 25 mg/I wachstumshemmend und eine Konzentration von 50 mg/l wachs-
tumsfordernd wirkt. Diese Erklarung ist jedoch unwahrscheinlich, da dann der gerin-
geren Konzentration der toxische Einfluss zukommen wurde. Ein einfacher Wirkme-
chanismus wére bei diesem Einfluss ausgeschlossen.

Die Wachstumsraten unterliegen in den ersten 68 Stunden starken Schwankungen
von {ber 0,20d™. Nach der 68 Stunde liegen die Wachstumsraten der Cholsiure-
Kulturen unter der der Referenz (vgl. Tab. 3.23).

Die Vitalitdt der Referenz &nelt der von Kultur 25. Beide liegen unterhalb der Vita-
litét von Kultur 50, deren Wert maximal 14 % hoher liegt (vgl. Abb. 3.49). Im Verlauf
der Kultivierung sinken die Vitalitdten von Referenz und Kultur 25, wahrend die Vi-
talitdt von Kultur 50 ks zur 93. Stunde ansteigt.
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Zeit [h] 0 20 43 68 93 122 140
Glukoseverbrauchsrate - 11 08 07 06 04 05
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz
Glukoseverbrauchsrate - 10 O08 05 04 04 04
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50
Glukoseverbrauchsrate - 13 07 02 05 03 05
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25
L aktatproduktionsrate - 11 08 05 02 00 02
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz
L aktatproduktionsrate - 11 O07 04 02 01 02
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50
L aktatproduktionsrate - 13 06 02 01 02 01
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25

Tab. 3.22 Glukoseverbrauchs- und L aktatproduktionsrate von LCH

Den Glukoseverbrauchsraten der drei Kulturen ist gemeinsam, dass sie nach einem
ersten Absinken ab der 122 Stunde wieder ansteigen (vgl. Tab. 3.22). Die Referenz
besitzt im Durchschnitt die hochsten Raten. Sie liegen, bis auf die der 20. Stunde,
wahrend der gesamten Kultivierung tber denen von Kultur 25 und 50 Dies bedeutet
vor alem fur Kultur 50 eine gegenliber der Referenz effizientere Umsetzung der Glu-
kose, da beide Kulturen vergleichbare maximale Zellzahlen erreichen. Die Laktatpro-
duktionsrate der Referenz éhnelt der von Kultur 50 (vgl. Tab. 3.22). Beide zigen die
gleiche Abnahme der Produktionsrate und den anschlief3enden Wiederanstieg ab der
122 Stunde. Die Laktatproduktionsrate der Kultur 25 fallt mit einer htheren Abnah-
me auf. Aufgrund der vergleichbaren Verbrauchs- und Produktionsraten von Glukose
und Laktat kann eine Belastung der Zellen durch die augesetzte Cholsdure aisge-
schlossen werden.

In den Ergebnissen der analysierten Stoffwechselprodukie Ammonium und Protein
zeigen sich unterschiedliche Tendenzen. So ist die Konzentration von Ammonium
(vgl. Abb. 3.50) in Kultur 25 am hdchsten, was sich auch in der Ammoniumprodukti-
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Abb. 3.50 Ammonium- und Proteinkonzentration von LCH
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Zeit [h] 0 20 43 68 93 122 140
Ammoniumproduktionsrate - 87 0 59 0 0 29
[ug/d*1 Mio. Ze] Referenz
Ammoniumproduktionsrate -- 50 o 77 0 39 0
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 50
Ammoniumproduktionsrate - 45 39 53 23 0 0
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 25
t-PA-Produktionsrate -- 676 567 798 527 542 131
[ng/d*1 Mio. Ze] Referenz
t-PA-Produktionsrate -- 515 526 478 312 577 106
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 50
t-PA-Produktionsrate -- 608 1069 766 674 595 393
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25
Wachstumsrate [d™] Referenz -- 0,20 0,00 0,15 0,20 0,10 0,06
Wachstumsrate [d™] Kultur 50 -- 0,19 0,01 0,24 0,05 0,04 0,01
Wachstumsrate [d™] Kultur 25 -- 0,00 0,20 0,03 0,06 0,03 0,13

Tab. 3.23 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate sowie Wachstumsrate von LCH

onsrate widerspiegelt (vgl. Tab. 3.22). Die Konzentrationen der Referenz und von
Kultur 50 sind his 35 mg/I geringer. Ihre Produktionsraten sind vergleichbar, ahnlich
wie ihre Lebendzellzahlen. Die hdohere Ammoniumkonzentration kann in Kultur 25
die Ursache des geringeren Zellwachstums nach der 68. Stunde sein, da es sich um
einen toxischen Zellmetaboliten handelt.

Wird die Proteinkonzentration betrachtet (vgl. Abb. 3.50), ist wahrend der gesamten
Versuchszeit eine in Bezug zu Kultur 25 und 50 vergleichbare Konzentration in der
Referenz auffalig. Obwonhl sich die Lebendzdlzahlen ab der 68. Stunde deutlich un-
terscheiden, differiert die Konzentration rur gering. Dies kann z.B. durch eine Freiset-
zung von Protein aus toten Zellen bedingt sein, die unabhéngig von der Lebend-
zell zahl zur Anderung der Konzentration beitragen kann.

Die t-PA-Konzentrationen der drei Kulturen sind bis zur 20. Stunde vergleichbar
(vgl. Abb. 3.51). Ab diesem Zeitpunkt steigt die Konzentration der Kultur 25 ks zu
einer Endkonzentration von 1400ug/l t-PA. Die Kultur 50 erreicht die geringste End-
konzentration mit 1170ug/l (84 % der Kultur 25). Die Endkonzentration der Referenz
liegt bei 1280ug/l (91% der Kultur 25). Aufgrund der Konzentrationsunterschiede
ergeben sich verschiedene Produktionsraten. Die der Kultur 25 liegt mit einem an-
fanglichen Wert von 608 ug/l*d*1 Mio. Ze awvischen den Anfangswerten der Refe-
renz und der Kultur 50. Im Versuchszeitraum sinken die Produktionsraten aller Kultu-
ren. Ab der 43. Stunde liegen die Produktionsraten von Kultur 25 (ber denen der Re-
ferenz und von Kultur 50. Letztere besitzt die geringste Produktionsrate. Hier dhneln
sich die Werte der Kultur 50 eher denen der Referenz als denen von Kultur 25.

Die im Anhang aufgefiihrten Konzentrationen der Aminosauren zeigen am Ende des
Experiments unterschiedliche Konzentrationen an Alanin und Glycin fur die Referenz
gegeniber den Cholsdure-Kulturen. So besitzt die Referenz in der 140. Stunde eine
Alaninkonzentration von 11 mg/l, wéhrend die von Kultur 50 mit 34 mg/l mehr als
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Abb. 3.51 t-PA-Konzentration von LCH

dreimal und die von Kultur 25 mit 27 mg/l mehr als zweimal so hoch ist. Umgekehrt
ist es bei der Glycinkonzentration. Hier besitzt die Referenz mit 79 mg/l die héchste
Konzentration. Die der Kultur 50 liegt bei 61 mg/l und die von Kultur 25 bei 59 mg/I
am Versuchsende. Es gibt keine pragnanten Unterschiede bei der Abnahme der
Glutaminkonzentration. Die Anfangskonzentrationen der Kultur 25 und der Referenz
sind vergleichbar. Bei Betrachtung der Ab- bzw. Zunahmen der Konzentration der
verschiedenen Aminosduren sind die der substituierten Kulturen eher miteinander
vergleichbar als mit der Referenz. Daraus kann auf einen geringfligig veranderten
Stoffwechsel der Cholsdure-Kulturen in diesem Langzeit-Experiment geschlossen
werden.

Es treten Differenzen in den Lebendzellzahlen auf. Es gibt geringfligige Abwei-
chungen der Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten sowie eine hohere Am-
moniumkonzentration in Kultur 25. Die Ergebnisse der anschliefRenden Langzeit-
Scherexperimente kénnen unter Berticksichtigung dieser Ergebnisse miteinander ver-
glichen werden.

Eswird je ein Langzeit-Scherexperiment der drei Kulturen durchgefiihrt. Dabei er-
geben sich fir die Uberlebensraten gravierende Unterschiede. Die Uberlebensrate der
Referenz ist mit 10 % sehr gering (vgl. Tab. 3.24). Trotzdem ist sie grof3er as die der
Referenz aus Experiment LC mit 0 % (s. Tab. 3.11). Dieser Unterschied l&sd sich mit
der geringeren Schubspannung von 1,9 N/m? in diesem Experiment gegeniiber der von
2,0 N/m? begriinden. In diesem Versuch ist die Uberlebensrate der Referenz groRer als

| Referenz K ultur 50 Kultur 25
Rs [%] 10 0 66
T [N/m? 1,9 2,3 1,9

Tab. 3.24 Uberlebensrate und Schubspannung von LCH
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Anderung der/des Referenz Kultur 50 Kultur 25
... Totzell zah! [10° Ze/m] 3 1 -4
... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -23 -14 -6
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -22 -14 -11
... Vitalitat [%] -60 -84 9
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 1 18 16
... Proteinkonzentration [mg/l] 10 4 -2
... relativen LDH-Wertes[U/] 56 21 64
... Glukosekonzentration [g/l] -0,1 0,0 -0,2
... Laktatkonzentration [g/I] 0,1 0,1 0,3
... t-PA-K onzentration [ug/l] 23 0 152

Tab. 3.25 Analysenwerte von LCH
Referenz Kultur 50 Kultur 25

Wachstumsrate [d™ ] -1,01 -- -0,18
Glukoseverbrauchsrate 04 0,0 1,1

[mg/d*1 Mio. Z¢g]

L aktatproduktionsrate 0,9 19 2,0

[mg/d*1 Mio. Z¢g]

Ammoniumproduktionsrate 7 253 101
[ug/d*1 Mio. Z€]

t-PA-Produktionsrate 164 0 963

[ng/d*1 Mio. Z¢g]
Tab. 3.26 Raten von LCH

die der Kultur 50, die hier 0 % betrégt. Im Kurzzeit-Experiment ist sie um 26 % ge-
ringer (s. Tab. 3.20). Dort ist aber auch die Schubspannung um 0,4 N/m? geringer. Die
hohe Schubspannung der Kultur 50 in diesem Experiment weicht deutlich von der der
anderen Kulturen ab. Sie it vermutlich auf eine verkehrte Geréteanstellung
zurlckzufiihren und nicht représentativ. Infolgedessen sind die Ergebnisse der
Kultur 50 nicht zu bewerten. Die grofte Uberlebensrate besitzt Kultur 25 mit 66 %.
| hre Schubspannung stimmt mit 1,9 N/m? mit der der Referenz tiberein.

Kultur 25 weist die geringste Abnahme der Lebend- und Gesamtzellzahlen auf
(vgl. Tab. 3.25). Die Vitditat der Kultur nimmt zu. Aul3erdem besitzt sie eine der Re-
ferenz gegentber hohere Glukoseverbrauchs-, Ammoniumproduktions- und t-PA-
Produktionsrate (s. Tab. 3.26). Die Zellen tiberleben das Scherexperiment nicht nur, in
der Kultur kdnnen sogar Raten ermittelt werden, die sich von denen unbelasteter Kul-
tivierungen rur gering unterscheiden. Die  Glukoseverbrauchsrate  von
1,1 mg/d*1 Mio. Ze ist der ersten Rate der Referenz mit 1,1 mg/d*1 Mio. Ze in der
Kultivierung dquivalent (s. Tab. 3.22) Die Laktatproduktionsrate ist jedoch doppelt so
hoch, was ein deutlicher Hinweis auf den Scherstress dem die Zellen ausgesetzt sind,
ist. Ein weiterer Hinweis auf den Scherstressist die negative Wachstumsrate, die da-
mit nicht dem Wert in einer Kultivierung entspricht. Die Ammoniumproduktionsrate
unterscheidet sich nur um 14 pg/d*1 Mio. Ze von der der Referenz in der Kultivierung
(s. Tab. 3.23). Ebenso liegt die t-PA-Produktionsrate mit einem Unterschied von
287ng/d*1 Mio. Ze a1 der Rate der Referenz wahrend der Kultivierung in der glei-
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chen Groenordnung (s. Tab. 3.24). Es findet wahrend des Experiments ein den Kulti-
vierungen vergleichbarer Stoffwechsel in den Zellen statt. Dieses trifft auf die Refe-
renz nicht zu.

Anhand der Konzentrationen der Aminosauren (Daten s. Anhang) ist eine Abnahme
der Glutaminkonzentration in Kultur 25 zu erkennen, welche die Aussage Uber die
Existenz von Umsetzungen innerhalb der Zellen und damit des Uberlebens der Zellen
unterstiitzt. Auch die Zunahme der Alaninkonzentration unterstiitzt diese Vermutung,
da wahrend einer Kultivierung ohne Scherbelastung die Alaninkonzentration ansteigt.
In der Referenz hingegen sind die Anderungen der Konzentrationen dieser beiden
Aminoséauren nicht erheblich.

Die Proteinkonzentration in der Referenz steigt vermutlich aufgrund der Freisetzung
durch tote Zellen (vgl. Tab. 3.25). Dagegen bleibt die Konzentration in Kultur 25 kon-
stant. Bei der Ammoniumkonzentration verhalt es sich umgekehrt (vgl. Tab. 3.25).
Weil die Zellen in der Referenz absterben, kann die Konzentration nur gering zuneh-
men. In Kultur 25 (berleben die Zellen dagegen und produzieren wahrend des ge-
samten Versuches Ammonium. Die Konzentrationszunahme ist dementsprechend
hoch.

Eine Schadigung der Zellen ist aber auch in Kultur 25 vorhanden, wie an den ver-
gleichbaren Anderungen des relativen LDH-Wertes zu erkenren ist (vgl. Tab. 3.25).

Die geringfuigig nachteiligen Abweichungen der Kultur 25 von der Referenz in der
Kultivierung werden im Scherexperiment nicht bestdtigt. Sie koénnen im
Scherexperiment vernachlassigt werden.

Im Vergleich zu den Kurzzeit-Experimenten nehmen die Uberlebensraten bei glei-
cher Schubspannung ab. Die Abnahmen der Lebend- und Gesamtzellzahlen sind im
Langzeit-Experiment hoher. Infolgedessen ist die Uberlebensrate der Referenz um
44% und der Kultur 25 um 22% geringer. Die in den Kurzzeit-Experimenten
erhaltenen Ergebnisse werden durch die der Langzeit-Experimente bestétigt.

Das Additiv Cholsaure eweist sich als geeignete Alternative aum Cholesterin hin-
sichtlich seiner Eigenschaft, die Scherbelastung von kultivierten Zellen zu senken.
Beim Langzeit-Experiment wird mit Cholesterin eine Uberlebensrate von 23 %
erreicht. Mit Cholsdure werden bei geringerer Konzentration bessere Ergebnisse a-
zielt. AuRerdem hat Cholséure den Vorteil, in wésgigen Medien 16slich zu sein und
erfordert deswegen keinen Einsatz @nes wasserldsichen Derivates wie beim Chole-
sterin. Der Einfluss auf den Stoffwechsel der Zellen ist gering und die t-PA-
Produktion wird nicht beeintradtigt.
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Es wird eine Kultivierungsreihe mit der dritten Substanz der Gruppe |1, Deoxychol-
saure, durchgefiihrt. Die eingesetzten Konzentrationen betragen 4 und 10mg/I.

Die Lebendzellzahlen der Kultivierungsreihe steigen nach einer Lag-Phase, die bis
zur 41. Stunde dauert, zum Kultivierungsende an (vgl. Abb. 3.52). Dabei unterschei-
den sich die Zellzahlen rur geringfigig. Die Referenz areicht in der 89. Stunde die
hochste Lebendzellzahl mit 27*10* Zellen pro Milliliter. Die am héchsten substituierte
Kultur erreicht dagegen eine Endkonzentration von 21*10* Zellen pro Milliliter (74 %
der Referenz). Die Lebendzellzahl betréagt zu dem Zeitpunkt in Kultur 4 24*10 Zellen
pro Millil iter (90 % der Referenz). Wegen der gering differierenden Lebendzellzahlen
weichen die Wachstumsraten wvoneinander nur in wenigen Punkten ab (vgl.
Tab. 3. 28). So ist z.B. die Wachstumsrate der Referenz mit 0,03 d gegeniiber der
von Kultur 10 und gegen Ende des Experiments mit 0,08 d* gegeniiber der von Kultur
4 golRer. Die Wachstumsraten der Kulturen in der 41. und 65 Stunde sind aquivalent.
Die Vitalitéten der Kulturen folgen verschiedenen Tendenzen (vgl. Abb. 3.52). Die
Vitalitdt der Referenz und der Kultur 4 nehmen zur 41. Stunde e ab und steigen zum
Versuchsende wieder an. Die Vitalitét von Kultur 10 steigt ohne awischenzeitliche
Abnahme aum Versuchsende an.

Die Glukosekonzentrationen differieren in Stunde 18 und 41 sowie in Stunde 89
voneinander (Daten nicht gezeigt). Wéhrend der Stunden 18 und 41 sind die Konzen-
trationen in den substituierten Kulturen bis 0,14 ¢/l geringer als die der Referenz. In
der 89. Stunde ist die der Referenz um 0,25 g/l geringer. Die Glukoseverbrauchsrate
liegt aus diesem Grund Uber denen der substituierten Kulturen (vgl. Tab. 3.27). Die
Laktatkonzentration hingegen nimmt nach einem dhnlichen Anfangswert in Kultur 4
und 10zur 18. Stunde um 0,02 kis 0,08 g/l mehr zu als bei der Referenz (Daten nicht
gezeigt). Bereitsin der 41. Stunde sind die Laktatkonzentrationen aller drei Kulturen
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Zeit [h] 0O 18 41 65 89
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 13 09 10 14
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 10 - 19 08 08 03
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 4 - 22 05 08 04
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 15 14 10 08
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 10 - 21 14 06 04
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 4 - 20 11 05 05

Tab. 3.27 Glukoseverbrauchs- und L aktatproduktionsrate von DO1

wieder identisch. Nach diesem Zeitpunkt steigt die Konzentration der Referenz auf
einen Endwert von 0,81 g/l, wohingegen sie in den substituierten Kulturen einen Wert
von 0,67 g/l erreicht. Dieses Verhalten lasg sich bei den Laktatproduktionsraten wie-
derfinden (vgl. Tab. 3.27). Bis auf den ersten Tag besitzt die Referenz die hochste
Produktionsrate der Kulturen.

In Abb. 3.53ist zu erkennen, dassdie grofte Ammoniumkonzentration in Kultur 4
vorhanden ist . Die Konzentration von Kultur 10 ist zwar geringer, liegt aber noch
Uber der der Referenz und zeigt im Gegensatz zu dieser eine weiter ansteigende Ten-
denz. Folglich félt die Ammoniumproduktionsrate der Referenz stetig ab. Die Pro-
duktionsrate der Kultur 4 sinkt im Versuchsverlauf genauso. Ihr Wert ist dabei hther
als bei der Referenz. Die Produktionsrate der Kultur 10 variiert sehr stark so dassihr
keine bestimmte Tendenz enthnommen werden kann.

Die Proteinkonzentration aller drei Kulturen steigt im Versuchsverlauf an (vgl.
Abb. 3.54). Dabei sind die Konzentrationen von Kultur 4 und 10 identisch. Die Pro-
teinkonzentration der Referenz ist um einen nahezu konstanten Betrag hoher als die
der substituierten Kulturen. Es kann sich hierbei um einen additiven Mesdehler han-
deln.
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Zeit [h] 0 18 41 65 89
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze]| - 142 56 0 0
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Z¢e]| - 51 13 128 43
Kultur 10

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Z¢e]| - 98 90 0 14
Kultur 4

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 1367 168 935 1057
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 10 | -- 383 0 1183 604
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 4 -- 0 1636 58 129
Wachstumsrate [d™] Referenz -- 004 -015 020 0,10
Wachstumsrate [d™] Kultur 10 -- 001 016 0,24 -0,03
Wachstumsrate [d™] Kultur 4 -- -0,07 016 0,03 0,12

Tab. 3.28 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von DO1

Die t-PA-Konzentrationen steigen von der 0. zur 89. Stunde in allen drei Kulturen an
(vgl. Abb. 3.54). Die Konzentration nimmt in der Referenz bis auf 522 ug/l zu. Die
der Kultur 10 besitzt in der 89. Stunde mit 265ug/I die Halfte der Referenz. In Kul-
tur 4 liegt die Konzentration bei Versuchsende bei 187 ug/l. Die Produktionsraten

sind wegen der unregelmafigen Konzentrationszunahmen und Lebendzellzahlen ge-
nauso ungeordnet und unterliegen starken Schwankungen won bis zu
1678ng/d*1 Mio. Ze (vgl. Tab. 3.28). Trotzdem liegt hier aufgrund der durchgehend
positiven Raten der Referenz eine konstante Produktion vor.

Bei den im Anhang aufgefiihrten Konzentrationen der Aminosauren lassen sich ver-
schiedene Endkonzentrationen bei Glutamin feststellen. Die Kulturen 4 und 10 ver-
brauchen im gleichen Zeitraum weniger Glutamin. Dagegen ist die Produktion von
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Alanin bei den Kulturen vergleichbar. Die restlichen Konzentrationen unterscheiden
sich charakteristisch nicht voneinander. Deoxycholsaure férdert die Bildung von
Ammonium und scheint fir eine geringere Protein- sowie t-PA-Konzentration ver-
antwortlich zu sein. Gleichwohl ist keine relevante Stoffwechselénderung zu beob-
adten.

Eswerden zur Kultivierungsreihe DO1 je drei K urzzeit- Scherexperimente durchge-
fuhrt. Die Referenz zeigt in diesem Experiment die geringste Uberlebensrate mit 6 %
(vgl. Tab. 3.29). Die subgtituierten Kulturen enthalten mit einer Uberlebensrate von
29 % bei Kultur 10 und mit 41 % bei Kultur 4 eine hthere Lebendzdlzahl nach Ver-
suchsende. Auch hier korrespondiert die hohe Uberlebensrate mit einer geringen
Schubspannung. Die Schubspannung der Kultur 4 ist mit 1,9 N/m? die geringste der
Kulturen. Die Referenz besitzt mit 2,0 N/m? die héchste Rate und deichzeitig auch
die niedrigste Uberlebensrate. Die mit 10 mg/I hoher substituierte Kultur besitzt mit
einer Schubspannung von 1,9 N/m? nur eine Uberlebensrate von 29 %. Die héhere
Substitution fiihrt hier nicht wie bei der Cholsiure i einer hoheren Uberlebensrate.

Die Anderungen der gemittelten Analysenwerte bestétigen die Uberlebensraten und
Schubspannungen (vgl. Tab. 3.29). So verzeichnet die Kultur 4 mit der geringsten
L ebendzellzahlabnahme auch die kleinste Gesamtzellzahlabnahme. Dagegen weist die
Referenz in den beiden Bereichen die hochste Abnahme auf. Die Vitalitétsabnahme ist
bei der Referenz ebenfalls am héchsten. In Kultur 4 ist sie am geringsten. Auch die
Anderung des relativen L DH-Wertes geht in Wedhselbeziehung zur Zellzahlanderung
und ergibt fir die Referenz wieder die htchste Anderung.

Werden die Ergebnisse im Zusammenhang mit den Kultivierungsdaten der Kultur
D01 betrachtet, so haben sich die arfanglichen Bedenken in Bezug auf die Einsatzfa
higkeit der Deoxycholsdure zestreut. Deoxycholsdure setzt die Scherempfindlichkeit
der Zdlen, wiein den Kurzzet-Experimente emittelt, herab. Zu beachtenist aber

Referenz Kultur 10 Kultur 4
Uberlebensrate Rs [%] 6 29 41
Schubspannung 7 [N/m?] 2,0 1,9 1,9
Tab. 3.29 Uberlebensrate und Schubspannung von D01
Anderung der/des Referenz Kultur 10 Kultur 4
... Totzell zah! [10% Ze/m] 1 0 -1
... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -27 -14 -11
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -26 -15 -12
... Vitalitat [%] -63 -29 -17
... Ammoniumkonzentration [mg/l] -3 4 7
... Proteinkonzentration [mg/l] 11 18 11
.. relativen LDH-Wertes[U/] 156 147 147

Tab. 3.30 gemittelte Analysenwerte von DO1
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noch immer die hthere Ammoniumkonzentration in Bezaug auf die Referenz. Diese
sammelt sich wahrend der Kultivierung in den einzelnen Kulturen an und wird in lan-
geren Versuchen Auswirkungen auf die Zellen haben. Die Annahme Uber die geringe-
re t-PA-Produktionsrate bei einem Einsatz der Deoxycholséaure darf nicht auf3er Acht

gelassen werden.
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3.2.1.3 Gruppel l1l: Phosphatidylcholin, Testosteron, Retinol

Zur Kultivierungsreihe mit Phosphatidylcholin werden Konzentrationen von 25 und
50 mg/l eingesetzt. Es werden die Ergebnisse von PCO1 dargestellt.

Die Lebendzellzahl der Referenz unterscheidet sich von denen der mit PC versetzten
Kulturen in den in dieser Kultivierungsreihe bereits charakteristisch ab der 17. Stunde
nach einer identischen Animpfdichte in der 0. Stunde (vgl. Abb. 3.55). In den substi-
tuierten Kulturen durchlaufen die Zellen, vermutlich aufgrund des zugesetzten PCs,
zunadhst eine Lag-Phase, die bis zur 65. Stunde andauert. Es werden in der 97. Stunde
in den substituierten Kulturen 71 % (Kultur 50) bzw. 61 % (Kultur 25) der maximalen
Lebendzellzahl der Referenz areicht. In der Referenz ist eine Lag-Phase nicht zu be-
obadten. Diese Tatsadhe ist gut an der Wachstumsrate au erkennen (vgl. Tab. 3.32).
Die Referenz besitzt hthere und im Gegensatz zu den substituierten Kulturen Uber-
wiegend positive Wachstumsraten. Diese sind in den PC-Kulturen bis zur 65. Stunde
negativ. Die Wachstumsraten der PC-Kulturen sind ab der 97. Stunde mit der Refe-
renz vergleichbar. Die Vitalitdt verlauft in Ubereinstimmung mit den Lebendzellzah-
len (vgl. Abb. 3.55). Sie nimmt wie diese in den substituierten Kulturen bis zur 54.
bzw. 65. Stunde auf 45 kew. 41 % ab. Im folgenden steigt sie aur 97. Stunde auf 53
bzw. 57 % an.

Angesichts der geringen Vitalitét in den Kulturen bei Versuchsbeginn sind die Be-
dingungen fir die Zellen am Anfang der Kultivierungsreihe nicht optimal. Die Refe-
renz entwickelt sich trotz dieser Umstande positiv: Die Lebendzellzahl nimmt zu und
auch die Vitalitét steigt. In den substituierten Kulturen findet keine positive Entwick-
lung statt. Statt dessen verringert sich die Lebendzellzahl und die Vitalitét nimmt bis
zur 54./65. Stunde a&. Dies kann durch die PC-Zugabe verursacht sein. Eine weitere
Moglichkeit wére die geringe Menge des zugesetzten Ethanols, die schadigend auf die
Zellen einwirken konnte. Zwar ist diese Konzentration nicht toxisch, wie anhand des
Ethanol-Toxizitétstest festgestellt wurde, jedoch kann bei Zellen mit geringer Vitalitét
ein Einflussnicht ausgeschlossen werden.

80 —m— Referenz [0

~—e50 mg/l Phosphatidylcholin P
70 —&— 25 mg/l Phosphatidylcholin

—m— Zellzah! [*14/m]]
T
(6]
o
—o— Vitalitat [%]

- 20

0 I 10 I 20 I 30 I 40 I 50 I 60 70 I 80 I 90 IlOO
Zeit [h]
Abb. 3.55 Lebendzelzahl und Vitalitét von PCO1
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Zeit [h] 0 17 54 65 97
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 16 08 03 02
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 - 18 10 00 06
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 - 17 12 07 04
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 12 08 01 00
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 - 18 11 06 03
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 - 19 11 06 0.2

Tab. 3.31 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von PCO1

Die Glukoseverbrauchsraten der substituierten Kulturen sind s auf zwei Ausnahmen
durchgehend hoher als die der Referenz (vgl. Tab. 3.31). Inder 17. Stunde ist die Rate
der Kultur 25 geringer, da die mittlere Zellzahl bei gleicher Differenz der Glukose-
konzentration hoher ist. Die andere Ausnahme ist die Verbrauchsrate der Kultur 50
zur 65. Stunde. Hier ist die Konzentrationsdifferenz der Glukose gleich Null. Die
Zellen der PC-Kulturen benttigen gegenliber der Referenz eine hdhere Menge an
Glukose. Dieser Aspekt deutet wie die anfangliche Lag-Phase auf eine Belastung der
Zellen durch das zugesetzte PC hin. Dadurch, dass sich die Laktatproduktionsraten
dhnlich verhalten (vgl. Tab. 3.32), wird diese Annahme bestétigt.

GrofRere Differenzen in den Ammoniumkonzentrationen der Kulturen treten erst ab
der 54. Stunde in Erscheinung (vgl. Abb. 3.56). Aufgrund der hoheren Zellzahl in der
Referenz ist die Ammoniumkonzentration hdher. Das wird anhand der Ammonium-
produktionsrate der Referenz belegt, die im Zeitrahmen von der 54. bis zur 97. Stunde
mit denen der substituierten Kulturen analog verléuft (vgl. Tab. 3.32). Anhand der
Ammoniumproduktionsrate und -konzentration lésd sich keine Belastung feststellen.

Die Proteinkonzentration der Referenz ist mit der von Kultur 25 vergleichbar. Die
Konzentration in der Kultur 50 ist dagegen ab der 17. Stunde gegeniiber den anderen
Kulturen wesentlich hoher. Dies kann nicht auf eine Stérung des Tests durch die vor
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Abb. 3.56 Ammonium- und Proteinkonzentration von PC0O1
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Zeit [h] 0 17 54 65 97
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 41 42 2 8
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 84 33 36 0
Kultur 50

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 0 38 0 8
Kultur 25

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 921 965 1925 1174
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 | -- 1198 835 505 0
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 | -- 973 1693 0 1760
Wachstumsrate [d™] Referenz -- 007 0,05 -004 0,10
Wachstumsrate [d™] Kultur 50 -- -0,02 -0,04 -0,20 0,17
Wachstumsrate [d™] Kultur 25 -- -0,09 0,00 -0,05 0,09

Tab. 3.32 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von PC0O1

handene Konzentration an Ethanol zurlickzufihren sein. Laut Herstellerangaben
(Pierce 1998 sind hbis zu 10% Ethanol ohne Einfluss auf die Bestimmung der Pro-
teinkonzentration. In Kultur 50 sind 0,1 % Ethanol vorhanden. Ein additiver Mess-
fehler kann ebenfalls nicht vorliegen, weil zum einen die Anfangskonzentrationen der
Kulturen identisch sind und zum anderen die Unterschiede dann um einen konstanten
Betrag von denen der anderen Kulturen abweichen sollten. Die hohe Proteinkonzen-
tration der Kultur 50 ist demnach durch die Zellen bedingt.

Die t-PA-Konzentration ist in den Kulturen bis zur 17. Stunde &uivalent
(vgl. Abb. 3.60). Es treten rur geringe Unterschiede auf. Nach der 17. Stunde steigt
die Konzentration in der Referenz bis auf 1905ug/l an. Dagegen sinkt die t-PA-
Konzentration in Kultur 50 auf 443 ug/l ab. Die weitere Produktion von t-PA wird
demnach eingestellt (vgl. auch Tab. 3.32) bzw. vorhandenes t-PA vermutlich durch
ins Medium gelangte intrazell uldre Proteasen abgebaut. In Kultur 25 findet wie in der
Referenz eine Zunahme der t-PA-Konzentration statt. Der Endwert der Konzentration
ist um 400 pug/l bzw. 21 % (bezogen auf die Referenz) geringer als der der Referenz.

Die t-PA-Produktionsraten sind in der 17. Stunde vergleichbar (vgl. Tab. 3.32). Ab
der 54. Stunde nimmt die Produktionsrate der Referenz bis auf ein Maximum von
1925ng/d*1 Mio. Ze au, wéhrend sie in Kultur 50 auf 0 ng/d*1 Mio. Ze asinkt. Die
Produktionsrate der Kultur 25ist im Vergleich zu der der Referenz groR3er. Die Menge
an produziertem t-PA ist fir die vorliegenden Zellzahlen dementsprechend hoher als
die der Referenz. Dies l&sg sich auch durch einen Vergleich der Lebendzellzahlen
belegen: bezogen auf die Referenz sind die Zellzahlen der Kultur 25in der 97. Stunde
um 39 %, die t-PA-Konzentration jedoch nur um 21 % bezogen auf die Referenz ge-
ringer.

Werden die Konzentrationen der Aminosduren der Kulturen verglichen (Daten
s. Anhang), ist die Glutaminkonzentration der Referenz aufgrund der hoheren
Zellzahlen elf Stunden vorher als in Kultur 50 verbraucht. Kultur 25 verstoffwechselt
dagegen die gleiche Glutaminkonzentration innerhalb von 65 Stunden, obwohl weni-
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Abb. 3.57 t-PA-Konzentration von PCO1

ger lebende Zellen in der Kultur vorhanden sind als in der Referenz. Das aufgenom-
mene Glutamin wird als Glutaminséure gespeichert. In Kultur 25 sowie in Kultur 50
ist die maximale Konzentrationen der Glutaminsaure um 33 bzw. 27 mg/l hdher als
die anfangliche. Bei der Referenz nimmt sie nur um 19 mg/I zu. Die Alaninproduktion
in Kultur 25 setzt im Gegensatz zur Referenz und Kultur 50 erst in der 65. Stunde ein.
In der Referenz und in Kultur 50 beginnt diese schon in der 17. Stunde. Hinweise auf
einen Messfehler liegen nicht vor. Er kann aber aufgrund der ungewoéhnlichen Kon-
zentrationszunahme nicht ausgeschlossen werden.

Der Einsatz von PC zur Scherreduzierung fur Zellen ist nicht unproblematisch. Das
PC erzeugt eine verlangerte Lag-Phase, so dassdie Zellzahlen in den ersten 65 Stun-
den einen Wert von 25*10" Zellen pro Milliliter nicht Ubersteigen. In den Kulturen
finden sich erhthte Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten wieder, was ein
Zeichen fur eine Belastung der Zellen ist. Jedoch werden keine ehéhten Ammonium-
produktionsraten festgestellt. Die Konzentrationsénderungen der Aminosduren der
substituierten Kulturen zeigen den Stoffwechsel einer geringeren Zellpopulation, die
in diesen Kulturen vorliegt. Die t-PA-Produktionsrate der Kultur 25 ist mit der der
Referenz vergleichbar, so dasshier keine Auswirkungen des PCs festzustellen sind. In
Kultur 50 ist diesbeziglich eine negative Auswirkung des zugesetzten PCs zu vermu-
ten.

PCOL A PCO1 B PCOLC | Mittelwert
Rs[%] Referenz 58 (16) 28 34(43)
Rs[%] Kultur 50 50 (0) 60 37(55)
R [%] Kultur 25 A7 (26) 72 48(60)
T [N/m?] Referenz 1,7 (1,9) 1,9 1,8 (1,8)
T [N/m? Kultur 50 2,0 (1,9) 2,1 2,0 (2,0)
T [N/m? Kultur 25 1,8 (1,8) 1,9 1,8 (1,8)

Tab. 3.33 Uberlebensraten- und Schubspannungen von PCO1, () Beredhnung chne Versuch B
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Es werden je drel Kurzzeit-Scherexperimente der Kultivierungsreihe PCO1 duch-
gefuhrt. Dabei sind die Uberlebensraten der Referenz und der Kultur 50 mit 34 und
37 % vergleichbar (vgl. Tab. 3.33). Ihre Schubspannungen differieren um 0,2 N/n.
Die Referenz ist einer niedrigeren Scherbelastung ausgesetzt als die Kultur 50. Kultur
25 besitzt eine Uberlebensrate von 48 % und eine mit der Referenz Uibereinstimmende
Schubspannung. Bei gleicher Belastung ist die Lebendzellzahl in Kultur 25 héher als
in der Referenz. Werden die drei durchgefuhrten Versuche betraditet, fallen deutlich
geringere Uberlebensraten in Versuch B auf. Firr eine Bewertung der Kulturen macht
es keinen Unterschied, ob diese Daten (ebenso wie die gemittelten Analysenwerte) fir
diesen Versuch in die Mittelwerte @nbezogen oder aul3en vor gelassen werden. Das
Verhdltnis der Ergebnisse aueinander andert sich nicht. Mit Berticksichtigung der be-
reits durchgefihrten Versuche, ist die Betrachtung der aus den Versuchen A und C
gewonnenen Mittelwerte sinnvoller.

Ein deutlich positives Ergebnis lasst Kultur 25 hnsichtlich der Abnahme von Ge-

samt- und Lebendzellzahlen erkennen (vgl. Tab. 3.34). Die genannten Zellzahlabnah-
men der Kultur 25 sind mit 9*10% und 10*1¢ Zellen pro Millil iter im Gegensatz zu
18*10* und 13*10" Zellen pro Milliliter bei Kultur 50 und 17 10* und 18*1¢f Zellen
pro Milliliter bei der Referenz geringer. Die geringste Vitalitdtsabnahme liegt mit
15 % in Kultur 50 vor, die hochste verzeichnet mit 31 % die Referenz.. Die Anderung
des relativen LDH-Wertes ist bei den Kulturen 25 und 50 identisch. Beide sind um
einen Betrag von 7 U/l geringfligig hoher als der Wert der Referenz.
Die Anderungen kei den Zellzahlen stiitzen die Aussage die den Uberlebensraten ent-
nommen werden kann. Wegen der LDH-Werte sollten vergleichbare Uberlebensraten
bzw. Vitalitdtsanderungen zu erwarten sein, da auch die LDH-Anderungen vergleich-
bar sind. Eine mdgliche Ursache der dahnlichen LDH-Differenzen bei verschiedenen
Uberlebensraten ist die unterschiedliche Menge an LDH in den einzelnen Zellen. Auf-
grund des shnelleren und gdoRReren Wadhstums der Referenz wére ein geringerer
LDH-Gehalt in den einzelnen Zellen denkbar. Aus diesem Grund wirde die LDH-
Wert-Anderung bei der Zerstérung einer groReren Anzahl von Lebendzellen ver-
gleichbar sein mit der einer Zerstérung von einer geringeren Anzahl langsam wadr
sender Zellen (mit einem héheren LDH-Gehalt).

Anderung der/des Referenz Kultur 50 Kultur 25
... Totzell zahl [10% Ze/m] 2 -4 1

... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -18 -13 -10

... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -17 -18 -9

... Vitalitat [%] -31 -15 -19

... Ammoniumkonzentration [mg/l] 7 1 7

... Proteinkonzentration [mg/l] 10 6 19

.. relativen LDH-Wertes[U/] 80 87 87

Tab. 3.34 gemittelte Analysenwerte von PCO1
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Die Anderung der Ammoniumkonzentration ist in Kultur 25 und in der Referenz
gleich, in Kultur 50 dagegen liegt keine Anderung vor. Es treten keine durch die Zu-
gabe von PC bedingten Unterschiede auf.

Die hochste Anderung der Proteinkonzentration mit 19 mg/l weist Kultur 25 auf.
Demnach sollte in dieser Kultur auch die Zerstérung der Zellen am hdchsten sein.
Vermutlich geben hier die Zellen, da sie anhand der ermittelten Zellzahlen sichtlich
nicht zerstort werden, einen hoheren Anteil an Protein ins Medium ab, um hierdurch
eventuell den Scherstresszu senken.

Angesichts der deutlich hoheren Uberlebensrate der Kultur 25 sollten die gemittelten
Analysenwerte in positiver Hinsicht stérker von denen der anderen Kulturen abwel-
chen, z.B. durch eine niedrigere Vitalitétsabnahme. Aufgrund der teilweise wider-
spriichlichen Daten der Uberlebensraten und der Analysenwerten kann keine eindeuti-
ge Aussage Uber eine Reduzierung der Scherempfindlichkeit der Zellen durch PC ge-
troffen werden. Aus diesem Grund wird zur besseren Beurteilung eine léngere Kulti-
vierungsreihe fur ein Langzeit-Scherexperiment durchgefiihrt, so dass entweder die
Aussagen fur oder gegen eine Reduzierung der Scherempfindlichkeit gestérkt werden
konnen.

Die Kultivierungsreihe LPCO1 dauert 158 Stunden fir die Langzeit-
Scherexperimente. Es werden PC-Konzentrationen von 25 und 50mg/I eingesetzt.

In Abb. 3.58 sind die Lebendzellzahlen der Kulturen dargestellt. In allen drei Kultu-
ren sind die Lebendzellzahlen bis zur 85. Stunde &uivalent. In den substituierten
Kulturen tritt nach dem Animpfen keine durch PC verursachte Abnahme der Lebend-
zellzahlen wie dies in Kultur PCO1 cer Fall ist (s. Abb. 3.55). Der Rickgang der
Zellzahlen gegen Ende des Versuches ist in allen Kulturen ahnlich. Nach der 85.
Stunde setzt das exponentielle Wachstum in den Kulturen ein. Dabel ist die héchste
Zunahme der Lebendzellzahl in der Referenz zu verzeichnen. Sie areicht in der 140,
Stunde én Maximum von 90*10* Zellen pro Milliliter. Zur gleichen Zeit sind Maxima
der Lebendzdlzahlen in den substituierten Kulturen zu erkennen. Die Kultur 50 be-
sitzt mit 54*10* Zellen pro Millil iter das kleinste Maximum (60 % der Referenz), das
der Kultur 25 liegt bei 68*10" Zellen pro Millil iter (76 % der Referenz). Die Wachs-
tumsraten der einzelnen Kulturen variieren {iber einen Bereich von -0,195 bis 0,338 d*
(vgl. Tab. 3.35). Dabei steigen sie nach einer Abnahme in der 36. Stunde fir die Refe-
renz und Kultur 50 ks zur 113 bzw. 85. Stunde an. Danach nimmt die Wachstumsrate
wieder ab. In Kultur 25 ist die Wachstumsrate in der 16. Stunde negativ. Nach diesem
Zeitpunkt schwanken die Werte fir die Wadhstumsrate innerhalb eines positiven Be-
reich. Die hochste Wachstumsrate weist die Referenz in der 113 Stunde auf. Zum
gleichen Zeitpunkt erreicht auch Kultur 25 ihre maximale Wachstumsrate. Die gering-
ste maximale Wachstumsrate ist in Kultur 50 in der 59. Stunde zau finden. Die unter-
schiedliche Hohe der Wachstumsraten kann auf einen Einfluss des PCs hindeuten.
Ebenso kénnen die verschiedenen maximalen L ebendzellzahlen durch die Zugabe von
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Abb. 3.58 Lebendzellzahl und Vitalitat von LPCO1
PC bedingt sein. Mit der Hohe der zugegebenen Menge an PC nehmen maximale Le-
bendzél zahl und Wachstumsrate ab.

Die Vitalitat von Kultur 25 ist in den ersten 85. Stunden mit der der Referenz ver-
gleichbar. lhre Vitalitét ist in diesem Abschnitt grof3er as die der Kultur 50. Ab der
113 Stunde @nelt die Vitalitét von Kultur 25 der von Kultur 50. In diesem zweiten
Kultivierungsabschnitt liegen beide unter der Vitalitét der Referenz. In Kultur 25 tritt
wahrend der Kultivierung ein Vitalitdtsverlust auf. Die Vitalitdten der Kultur 50 und
der Referenz bewegen sich um einen mittleren Wert von 67 bzw. 77 %. Die geringere
Vitalitdt im zweiten Abschnitt kann durch das zugegebene PC verursacht sein.

Die Glukoseverbrauchsraten der Kulturen 25 und 50liegen zwischen der 36. und der
113 Stunde unter der der Referenz (vgl. Tab. 3.35), weichen aber nur unerheblich von
ihr ab. Ihre Laktatproduktionsraten sind der der Referenz vergleichbar (vgl. Tab.3.35).
Aufgrund der geringen Abweichungen ist die Kultur 25 der Referenz ahnlicher als die
Kultur 50. Estreten keine durch PC verursachten hdheren Raten auf.

Zeit [h] 0O 16 36 59 8 113 140 158
Glukoseverbrauchsrate - 16 09 11 04 08 04 03
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz
Glukoseverbrauchsrate - 18 09 08 02 02 06 06
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50
Glukoseverbrauchsrate - 18 06 09 03 06 05 04
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25
L aktatproduktionsrate - 16 13 03 02 06 03 03
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz
L aktatproduktionsrate - 19 14 05 01 -01 04 05
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50
L aktatproduktionsrate - 14 13 04 -01 05 03 03
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25

Tab. 3.35 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von LPCO1
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Abb. 3.59 Ammonium- und Proteinkonzentration von LPC0O1

Die Ammoniumkonzentration ist mit Ausnahme des Anfangswertes bis zur
59. Stunde &nlich (vgl. Abb. 3.59). Ab Stunde 85 bzw. 113 ist in den substituierten
Kulturen die Ammoniumkonzentration hoher alsin der Referenz. Die Produktionsrate
der Referenz nimmt kontinuierlich ab. Die Ammoniumproduktionsrate der Kultur 25
nimmt bis zur 85. Stunde éenfalls ab und liegt im Bereich zwischen der 36. und der
85. Stunde unter der der Referenz. Danach steigt die Produktionsrate wieder an. Bis
zum Kultivierungsende liegt sie Uber der Produktionsrate der Referenz. Die Produkti-
onsrate der Kultur 50 liegt zwischen der 36. und der 140. Stunde Uber der der Refe-
renz. Die hdheren Ammoniumproduktionsraten der substituierten Kulturen lassen auf

einen Einfluss des PC schliefen.

Zeit [h] 0O 16 36 59 85 113 140 158
Ammoniumproduktionsrate -- 143 41 22 12 3 4 7
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz

Ammoniumproduktionsrate -- 50 33 46 35 12 7 6
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 50

Ammoniumproduktionsrate - 161 21 16 8 1 9 24
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 25

t-PA-Produktionsrate -- 692 0 146 104 212 9 90
[ng/d*1 Mio. Ze] Referenz

t-PA-Produktionsrate -- 865 22 84 24 104 43 59
[ng/d*1 Mio. Z€] Kultur 50

t-PA-Produktionsrate -- 29 249 64 49 63 19 310
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25

Wachstumsrate [d™] -- 010 -0,04 0,02 005 034 0,04 -012
Referenz

Wachstumsrate [d™] -- 003 -0,04 017 0212 0,06 0,05 -0,20
Kultur 50

Wachstumsrate [d™] -- -0,23 0,23 0,07 0,02 0,20 0,01 -0,10
Kultur 25

Tab. 3.36 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von LPC0O1
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Abb. 3.60 t-PA-Konzentration von LPC0O1

Die Proteinkonzentrationen differieren nur bis zur 36. Stunde. Bis zu diesem Zeit-
punkt sind die Konzentrationen der substituierten Kulturen um bis zu 12mg/lI hoher
als die der Referenz. Ab Stunde 59 ist kein gravierender Unterschied mehr wahr-
nehmbar. Trotz der unterschiedlichen Zellzahlen ist keine Anderung der Konzentrati-
on zu erkennen. Dies l&sg auf eine hohe Produktion in den Kulturen mit den geringe-
ren Zellzahlen schlief3en kew. auf eine geringe Proteinproduktion in der Referenz. Das
PC als Stressfaktor kann der Ausloser fir die hhere Produktion sein.

Die t-PA-Konzentration ist in der Referenz am hochsten (vgl. Abb. 3.60). Die Kon-
zentrationen der substituierten Kulturen liegen bis zum Kultivierungsende darunter. In
Kultur 25 werden 85% und in Kultur 50 nur 54 % der Konzentration der Referenz
erreicht. Ein Einflussdes PCs ist aufgrund dessen nicht auszuschlief3en und scheint
von der Hohe der zugegebenen PC-Konzentration abhangig zu sein. Die Produktions-
raten der drei Kulturen differieren um bis zu 1204ng/d*1 Mio. Ze (vgl. Tab. 3.36).
Die Raten der Referenz liegen Uberwiegend Uker denen der substituierten Kulturen
bzw. sind ihnen vergleichbar.

Bei den Konzentrationen der Aminoséuren sind Unterschiede bei der Glutaminsaure-
Konzentration festzustellen (Daten s. Anhang). In der Referenz wird hier ein Maxi-
malwert von 40 mg/l in der 36. Stunde ereicht. Die Kulturen 25 bzw. 50 erreichen
dagegen eine Glutaminsaure-Konzentration von maximal 29 mg/l in der 36. bzw. 59.
Stunde. Das heil3t also, das verstoffwechselte Glutamin wird nicht als Glutaminséure
gespeichert, sondern gleich weiter zur Energiegewinnung umgesetzt. Eine mogliche
Ursache kann das zugesetzte PC sein. Dies ist aber aufgrund der vielfaltigen Reati-
onsmoglichkeiten der einzelnen Aminosduren schwierig zu beurtellen und konnte
auch durch die unterschiedlichen Anfangskonzentrationen des Glutamins bedingt sein.
Die Anderung der Glutamin- und Alaninkonzentration der Kulturen ist vergleichbar.
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In dieser Kultivierungsreihe sind die Lebendzellzahlen der Kulturen in den ersten
Stunden &quivalent. Die substituierten Kulturen erreichen nicht die Zellzahlen wie die
Referenz. Ihre Vitalitdten sind gegen Ende des Experiments geringer als die der Refe-
renz. Die Laktatproduktionsraten sind am Versuchsbeginn geringfiigig hdher. Es wird
in den subgtituierten Kulturen eine héhere Ammoniumkonzentration erreicht. Die
t-PA-Produktionsrate ist teil weise geringer.

Durch den Zusatz von PC werden die sonst méglichen Zellzahldichten nicht erreicht.
Die wahrscheinlich durch PC bedingte niedrigere t-PA-Produktionsrate ist ebenfalls
ein negativer Faktor in Bezug auf eine Optimierung des Kultivierungsprozesss. Trotz
dieses Hinweises auf ein verandertes Stoffwecdhselverhalten sind keine relevanten An-
derungen in den Konzentrationen der Aminosauren zu beobadten, die unterschiedli-
chen Maxima der Glutaminsdaure aisgenommen.

Es werden vier Langzeit-Scherexperimente durchgefiihrt. Das Experiment mit
Kultur 25 wird zweimal durchgefiihrt, um einen zusétzlichen Vergleichswert zu er-
halten, und die Wate werden gemittelt. In diesem Experiment sind die Uberlebensra-
ten der subgtituierten Kulturen sehr gering (vgl. Tab. 3.37). Die Uberlebensrate der
Referenz liegt mit 10 % deutlich hoher. Interessant ist, dassbei gleicher Schubspan-
nung fur die Referenz und Kultur 50 die Uberlebensrate der Referenz um das Finffa-
che hoher ist. In Kultur 25ist die Belastung der Zellen bei einer Schubspannung von
2,0 N/m? geringer, trotzdem uberleben weniger Zellen. Im Vergleich zum Kurzzeit-
Scherexperiment sind die Uberlebensraten geringer und die Scherbelastung ist gering-
fligig hoher (s. Tab. 3.33). Dariiber hinaus sind die Uberlebensraten der substituierten
Kulturen im Langzet-Experiment geringer als die der Referenz, was sich schon in den
Analysenergebnissen der Kurzzeit-Experimente angedeutet hat (s. dort).

Die Abnahme der Lebendzellzahlen ist mit 29*10* bzw. 28*10* Zellen pro Millil iter
bei der Referenz und Kultur 50 in den Experimenten vergleichbar (vgl. Tab. 3.38).
Die Abnahme in Kultur 25 ist um 4*10* Zellen pro Milliliter héher. Bei der Abnahme
der Gesamtzellzahl liegen die substituierten Kulturen mit 39*10* und 37*10 Zellen
pro Millil iter | Gber der Abnahme der Referenz. Aufféllig ist die hohe Vitalitétsab-
nahme in den subgtituierten Kulturen. Die Vitalitétsabnahme der Referenz betragt
42 %, die der Kultur 50 dagegen 57 % und Kultur 25 besitzt eine Vitalitétsabnahme
von 67 %. Dies lasg auf gegentiber Scherstressanfalligere Zellen in den substituierten
Kulturen schlieen. Auch die bei den substituierten Kulturen hohere Anderung der
Ammoniumkonzentration zeigt, dass die Zellen bel gleicher Belastung wie in der
Referenz dem Scherstress in geringerem Mal3e

| Referenz Kultur 50 Kultur 25
Rs [%] 10 0 2
T [N/m?] 2,1 2,1 2,0

Tab. 3.37 Uberlebensraten und Schubspannungen von LPCO1
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Anderung der/des Referenz Kultur 50 Kultur 25
... Totzell zah! [10° Ze/m] -3 -7 1
... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -29 -28 -32
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -31 -39 -37
... Vitalitat [%] -42 -57 -68
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 6 25 15
... Proteinkonzentration [mg/l] 5 6 22
... relativen LDH-Wertes[U/] 40 6 121
... Glukosekonzentration [g/l] 0,0 0,0 0,0
... Laktatkonzentration [g/I] 0,1 0,1 0,1
... t-PA-K onzentration [ug/l] 0 0 95

Tab. 3.38 Analysenwerte von LPC01
Referenz Kultur 50 Kultur 25

Wachstumsrate [d™ ] -0,99 _ -0,78
Glukoseverbrauchsrate 0 0 0
[mg/d*1 Mio. Z¢g]

L aktatproduktionsrate 0,7 0,5 0,6
[mg/d*1 Mio. Z¢g]

Ammoniumproduktionsrate 34 177 92
[ug/d*1 Mio. Z€]

t-PA-Produktionsrate 0 0 537

[ng/d*1 Mio. Z¢g]

Tab. 3.39 Raten von LPCO1, * keine Berechnung maglich

widerstehen konnen. Eine hohere Produktion ist meist Ausdruck von chemischem
(z.B. PC) bzw. physikalischem (z.B. Schereinwirkung) Stress(vgl. Tab. 3.39).

Die Glukosekonzentration andert sich wahrend des Experiments in allen drei Kultu-
ren nicht. Dementsprechend ist auch die Glukoseverbrauchsrate gleich Null. Die An-
derung der Laktatkonzentrationen sowie der Produktionsraten sind in den Kulturen
gleich kzw. dhnlich. Estreten keine von PC abhangigen Anderungen auf.

Bei der Anderung der Proteinkonzentration fallen fur Kultur 50 und die Referenz ge-
ringe Werte, fir Kultur 25 dagegen hohe Werte auf. Es sheint, dass Kultur 25 unter
der Schereinwirkung mehr Protein produziert als die anderen Kulturen. Diese Tendenz
lieR sich bereits dem Kurzzeit-Experiment entnehmen (s. Tab. 3.34). Die Anderungen
der Proteinkonzentration in den anderen beiden Kulturen ist mit den schon besproche-
nen vergleichbar (s. dort).

Bei der Anderung des relativen LDH-Wertes fallt ebenfalls ein sehr hoher Wert bei
Kultur 25 auf. Die geringste Anderung weist Kultur 50 auf. Dies widerspricht der ge-
ringen Uberlebensrate der Kultur 50. Wird angenommen, dassdie Zellen in Kultur 50
im Gegensatz zu Kultur 25 relativ schnell im Scherexperiment absterben, 16st sich der
Widerspruch auf. In diesem Fall wére die ins Medium gelangte Menge an LDH (ber
einen langeren Zeitraum der Zersetzung ausgesetzt as das LDH in Kultur 25. Auch
wirde diese Annahme die geringe Anderung der Proteine eklaren, da das Protein in
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diesem Zeitraum durch Proteasen abgebaut werden konnte. Demnach wére die hohe
LDH-Anderung bei Kultur 25 richt auRergewohnlich, sondern nur durch eine langsa-
meres Absterben der Zellen bedingt. Der mittlere Wet der Referenz entspricht einer
vorhandenen langsamen Zell zerstorung, die gegentiber Kultur 25 geringer ist.

Die t-PA-Produktionsrate der Kultur 25 ist wie die Anderung der t-PA-
Konzentration am groften. Hierbei kann es sich um das produzierte t-PA handeln, das
in den Zellen vorhanden ist und durch die Zellauflésung ins Medium gelangt. Dem-
nach sollte aufgrund der Zerstérung der Zellen die Anderung der t-PA-Konzentration
in Kultur 50 g6Rer sein. Auch hier kann wieder mit der schnelleren Zerstérung der
Zellen in Kultur 50 argumentiert werden. In diesem Fall gilt wie fir die Anderung der
Proteinkonzentration der Abbau des t-PAs durch Proteasen. In der Referenz halten
sich Zellzerstérung und t-PA-Freisetzung sowie der t-PA-Abbau die Waae. Es wird
keine Zunahme der t-PA-Konzentration verzeichnet.

Die Konzentrationen der Aminosduren geben keinen weiteren Aufschluss Uber
Stoffwechselvorgange in den Zellen (Daten s. Anhang). Die Anderungen der Ami-
nosauren sind zu gering um genaue Aussagen treffen zu konnen.

Anhand der ermittelten Uberlebensraten sowie der festgestellten Anderungen der
Gesamtzellzahl und der Vitalitét sowie der Ammonium und der Proteinkonzentration
kann ein Zusatz mit Phosphatidylcholin nicht empfohlen werden. Auch zeigen sich in
der Kultivierung bei den Lebendzellzahlen Unterschiede, die wahrscheinlich auf die
Einwirkung des PCs zurtckzufiihren sind. Daher wird PC nicht in den Temperatur-
Experimenten eingesetzt. Weil es aber neben dem Cholesterin als einziges Lipid in der
Zellmembran vorkommt, wird es in den Kombinationsversuchen verwendet.
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Die aveite Substanz der Gruppe |11 ist Testosteron. Es wird eine Kultivierungsreihe
TO1 mit den Konzentrationen von 75 wnd 150mg/l Testosteron durchgefihrt. Da in
der Kultivierungsreihe TO1 die Referenz nach der 19. Stunde nicht mehr zur Verfi-
gung steht, werden die relevanten Daten mit denen der Referenz der schon beschrie-
benen Kultur LC verglichen, da diese die gleiche Animpfdichte besitzt. Bei der Beur-
tellung der Werte wird dieses mit berticksichtigt.

Die Lebendzellzahl der Kultur 150 duchléuft von der 0. zur 19. Stunde eine Lag-
Phase (vgl. Abb. 3.61). Die Zellzahl sinkt dabei gering um 1*10* Ze/ml ab. Die Le-
bendzdlzahl der Kultur 75 duchlauft keine Lag-Phase sondern wéachst geringfigig his
zur 44. bzw. 70. Stunde mit einem Maximum von 28*10* Zellen pro Millil iter. Die
Zellzahl der Kultur 150 erreicht in der 70. Stunde ene hohere Dichte mit
40*10 Zellen pro Millil iter. Die Lebendzellzahlen beider Kulturen sinken zur 93.
Stunde auf 19*10* bzw. 22*10* Zellen pro Millil iter. Die Zellzahlen der Referenz lie-
gen in der gleichen GrofRenordnung wie die der substituierten Kulturen. Die Zellzah-
len nehmen nach einer anfanglicher Zunahme um 15*10* Zellen pro Millil iter gering
ab und liegen in der weiteren Kultivierung um einen Wert von 36*10" Zellen pro Mil-
liliter. Die Lebendzellzahlen der substituierten Kulturen unterscheiden sich nicht gra-
vierend von der Referenz von LC, so dassnicht von einer Beeinflussung durch Testo-
steron gesprochen werden kann.

Die Wachstumsraten der Kulturen differieren deutlich in der 19. und in der 93. Stun-
de (vgl. Tab. 3.41). In der 44. und der 70. Stunde sind die Abweichungen geringer.
Wahrend die Wachstumsrate der Kultur 75 setig sinkt, sinkt die Rate der Kultur 150
erst ab der 44. Stunde. Die Rate der Referenz steigt zum Kultivierungsende im Gegen-
satz zu den substituierten Kulturen an.

Die Vitalitéten der substituierten Kulturen sinken zum Ende des Experiments auf
63 % (Kultur 150) bzw. 53 % (Kultur 75) ab. Die Vitalitét der Referenz am Ende des
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Abb. 3.61 Lebendzelzahl und Vitalitét von TO1, Referenz von LC
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Zeit [h] 0O 19 4 70 93
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 12 08 03 11
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 150y -- 10 1,7 06 0,6
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 - 22 17 09 08
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 14 0,7 02 00
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 150 - 30 28 13 06
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 - 38 31 16 14

Tab. 3.40 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von T01, Referenz von LC

Experimentes liegt bei 51 %, so dassauch hier keine durch Testosteron verursachten
Vitalitdtsverluste auftreten. Im Gegenteil zeichnen sich die substituierten Kulturen
Uber die gesamte Versuchsdauer durch eine héhere Vitalitét aus. Dies liegt u.a. an der
geringen Startvitalitdt der Vergleichsreferenz.

Die Werte der Laktatproduktionsrate der Kultur 150 liegen unter denen der Kul-
tur 75 ebenso wie die Werte der Glukoseverbrauchsrate (vgl. Tab. 3.40). Beide sind
sich aber im Verlauf dhnlich. Die Glukoseverbrauchsrate der 19. Stunde von Kul-
tur 150 bildet die Ausnahme. Die Laktatproduktionsraten der Referenz sind lker die
gesamte Versuchsdauer geringer als die der substituierten Kulturen genau wie die
Glukoseverbrauchsraten. Eine Ausnahme bilden der Anfangswert der Referenz, er
liegt Uber dem der Kultur 150 und der Wert der 93. Stunde, er liegt Gber denen der
beiden substituierten Kulturen. Eine Beeinflusaung der Umsetzung der Glukose aim
Laktat durch das Testosteron ist denkbar.

Die Anfangskonzentrationen des Ammoniums in den substituierten Kulturen wei-
chen um 10 kis 27 mg/l von der der Referenz ab (vgl. Abb. 3.62). Der Anfangswert
der Referenz liegt mit 45 mg/l sehr hoch. Wenn bedacht wird, dass shon eine Kon-

100 Ref r 150
4 —MB— Relerenz [ 140

90 —e— 150 mg/l Testosteron L 130
80 - 75 mg/l Testosteron -/ 120
] .- [ 110

70 -
o —— Y

—m— Ammoniumkonzentration [mg/l]
—0O— Proteinkonzentration [mg/1]

7 _® — -_ g
J » -
) 50
7] /// o
o] e £
1o .
- 0 — 5 e} r "
10+ OWW? -
”""”""”""U""" _ 10
a L
(Ve T T T T T T T T T T T T T I . | . | ¥t
0 10 20 30 40 50 60 X T -
Zeit [h]

Abb. 3.62 Ammonium- und Proteinkonzentration von TO1, Referenz von LC
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Zeit [h] 0O 19 44 70 93
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] - 42 36 18 34
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] - 95 30 23 6
Kultur 150

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 5 14 45 59
Kultur 75

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz -- 483 177 495 607
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 150 | -- 258 473 407 391
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 | -- 873 544 103 400
Wachstumsrate [d™] Referenz -- 0,25 -0,01 -0,07 0,07
Wachstumsrate [d™Y] Kultur 150 -- -0,02 0,09 0,05 -0,19
Wachstumsrate [d™] Kultur 75 -- 0,09 0,03 -0,01 -0,11

Tab. 3.41 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von TO1, Referenz von LC

zentration von knapp 35mg/l wachstumshemmend wirkt, kénnen die geringen
Zellzahlanderungen der Referenz hierauf zurtickgefiihrt werden. In den drei Kulturen
ist die Zunahme der Ammoniumkonzentration wahrend der Kultivierung vergleichbar.
Die Konzentration der Referenz liegt dabei um 10 ks 30 mg/l héher als die der Testo-
steron-Kulturen. Deren Konzentrationen sind ab der 19. Stunde &uivalent. Es ist kei-
ne durch die Testosteron-Zugabe ehohte Ammoniumkonzentration erkennbar.

Die Ammoniumproduktionsrate der Kultur 75 geigt im Verlauf der Kultivierung
(vgl. Tab. 3.41). Die Rate der Kultur 150fallt dagegen im gleichen Zeitraum. Ebenso
fallt die Produktionsrate der Referenz bis zur 70. Stunde, steigt dann aber im Gegen-
satz 2u dieser zur 93. Stunde an. Ein Testosteron-Einflussauf die Ammoniumproduk-
tionsrate ist nicht ersichtlich.

Die Proteinkonzentration der Referenz nimmt im Versuchsverlauf um 17 mg/l zu, in
den subgtituierten Kulturen um 23 mg/l (Kultur 75) bzw. um 21 mg/l (Kultur 150
(vgl. Abb. 3.62). Sie sind in dieser Hinsicht sehr ahnlich. Aufgrund der verschiedenen
Vorkulturen ist der Startwert der Referenz mit 25 mg/l mehr als dreimal so hoch, wie
der der substituierten Kulturen. Die Anfangsdifferenz wird gegenlber den substitu-
ierten Kulturen wahrend der gesamten Kultivierung beibehalten. Hier 18sg sich kein
Einfluss des Testosterons ermitteln.

Die t-PA-Konzentration ist in Kultur 75 s zur 70. Stunde um bis zu 200ug/I hoher
alsin Kultur 150 (vgl. Abb. 3. 63). Die t-PA-Konzentration ist der Referenz liegt bis
zur 44. Stunde Uber der von Kultur 150 Den Kulturen ist die stetige Zunahme der
Konzentration und ein vergleichbarer Endwert um 550 ug/l gemeinsam. Anhand der
Produktionsraten kann keine Tendenz festgestellt werden (vgl. Tab. 3.41). Sowohl bei
der t-PA-Konzentration als auch bei den t-PA-Produktionsraten ist ein Einfluss des
Testosterons nicht zu erkennen.

Die Aminosaure-Konzentrationen der substituierten Kulturen kénnen nicht mit de-
nen der Referenz von Kultivierungsreihe LC verglichen werden, da die Anfangskon-
zentrationen sehr unterschiedlich sind (Daten s. Anhang). Die Konzentrationen der
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Abb. 3.63 t-PA-Konzentration von TO1, Referenz von LC

Aminosauren der substituierten Kulturen unterscheiden sich nur geringfiigig. Ein von
der Hohe der zugegebenen Testosteron-Konzentration abhangiger Einfluss wird nicht
festgestellt.

Die substituierten Kulturen kénnen in den Scherexperimenten miteinander vergli-
chen werden, da die Abweichungen gering sind (s. Abb. 3.63, s. Tab. 3.41). Die Daten
der Referenz der Kultivierungsreihe LC werden nicht aufgefiihrt, da es sich um ein
Langzeit-Experiment handelt. Stattdessen werden die Daten des einzigen Scherversu-
ches der Referenz von TO1 dargestellt, aufgrund ihrer extremen Werte aer nicht mit
in die Bewertung miteinbezogen.

Es werden je vier Kurzzeit- Scherexperimente mit den substituierten Kulturen und
eines mit der Referenz durchgefuihrt. Die Uberlebensraten und Schubspannungen sind
in Tab. 3.42 zusammengestellt. Dabei zeigt sich fur die Referenz eine Uberlebensrate
von 0 %. Diese wird nicht gewertet, da der Versuch nur einmal durchgefiihrt wurde
und die Referenz auch nicht mehr in der Kultivierungsreihe aur Verfiigung steht. Die
Kultur 150 besitzt eine Uberlebensrate von 23 % und de niedrigersubstituierte Kul-
tur 75 eine von 57 %. Dabei ist die Null-Rate der Referenz auf die hohe Scherbela-
stung zurtickzufuhren. Interessant ist, dassdie Kultur 75 trotz der htheren Schubspan-
nung der substituierten Kulturen (1,9 N/m?) mit der hoheren Uberlebensrate verkniipft
ist. Dies bedeutet fur die Zellen der Kultur 75 eine hthere Widerstandsfahigkeit
in Bezug auf die Schereinwirkung als sie die Zellen in Kultur 150bei geringer Scher

| Referenz  Kultur 150 Kultur 75

Uberlebensrate Rs [%] (0) 23 57
Schubspannung 7 [N/m?] (2,3 1,9 1,9

Tab. 3.42 Uberlebensrate und Schubspannung von TO01, ( ) keine Bewertung
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Anderung der/des Referenz Kultur 150  Kultur 75
... Totzell zah! [10° Ze/m] (3) -1 -4

... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] (-21) -18 -8

... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] (-24) -19 -12

... Vitalitat [%] (-81) -22 -8

... Ammoniumkonzentration [mg/l] (13 -1 2

... Proteinkonzentration [mg/l] (18) 13 15

.. relativen LDH-Wertes[U/] (139 102 100

Tab. 3.43 gemittelte Analysenwerte von TO1, () keine Bewertung

belastung aufweisen. Der Unterschied zwischen den beiden substituierten Kulturen in
der Uberlebensrate kann durch das Zellwachstum begriindet werden. Befinden sich
die Zellen in einer Wachstumsphase, wird die Energie hauptsachlich zur Teilung der
Zellen verwendet. In dieser Phase ist die Scherempfindlichkeit hoher. Werden die
Lebendzellzahlen und Wachstumsraten der beiden Kulturen miteinander verglichen,
ist das Wachstum in Kultur 150 héher als in Kultur 75. Die Zellen reagieren somit
empfindlicher auf Scherstress

Aus Tab. 3.43 ist ersichtlich, dass die Totzellzahl der substituierten Kulturen ab-
nimmt. Dabei verringert sich die Totzdlzahl in Kultur 75 mehr als in Kultur 150. Die
Abnahme der Lebend- und Gesamtzellzahl sowie der Vitalitéat ist in Kultur 75 am ge-
ringsten. Dies bestétigt die hohere Uberlebensrate. Die Anderung der Ammoniumkon-
zentration ist bei den substituierten Kulturen vergleichbar und zeigt keine Abhangig-
keit von der Testosteron-Konzentration. Das gleiche gilt fir die Proteinkonzentration
und den relativen LDH-Wert. Obwohl die Zellzahlabnahme in Kultur 150 hoher ist als
in Kultur 75 sind die Wete von Proteinkonzentration und relativem LDH-Wert 8hn-
lich. Dies kann zum einen auf einem unterschiedlichen Gehalt in den Zellen der Kul-
turen beruhen, zum anderen kann aber auch der verstérkte Abbau von Protein und
LDH in Kultur 150 aufgrund der durch die hohe Zellzerstérung bedingten Proteasen-
freisetzung hierflr ursachlich sein.

Die emittelten Daten lassen auf die Moglichkeit schlief3en, dass die mit 75 mg/I
substituierte Kultur die Scherempfindlichkeit der Zellen senken kann. Eine Senkung
der Scherempfindlichkeit kann bei Kultur 150 nicht festgestellt werden. Zwar Uberle-
ben 23 % der Zellen, jedoch ist die Uberlebensrate fir eine eindeutige Aussage 2ur
Scherstresssenkung zu gering, zumal kein Vergleich mit einer Referenz gezogen wer-
den kann. Es wird vermutet, dass der Vorteil der hohen Konzentrationen durch die
Membranversteifung zum Nachteil wird und die Zellmembran sich leichter zerstéren
|&8sg.

Werden die Anderungen der Zellzahlen als Grundlage genommen, kann davon aus-
gegangen werden, dassdie Scherempfindlichkeit der Zellen durch Testosteron gesenkt
werden kann.
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Fur ein Langzeit-Scher experiment wird eine 157 Stunden dauernde Kultivierungs-
reihe LTO1 duchgefuhrt. Es werden Testosteron-Konzentrationen von 75 und
150 mg/l eingesetzt. Die Kultur 150wird nach einer Infektion zur 19. Stunde neu an-
gesetzt. Ebenso wird die Kultur 751 nach einer Infektion nach der 41. Stunde durch
die Kultur 7511 ersetzt. Aus diesem Grund sind nur Kultur 751 und die Referenz aus
der gleichen Vorkultur. Die beiden neu angesetzten Kulturen entstammen zwar eben-
falls aus der selben Vorkultur, jedoch treten Unterschiede auf, da auch die Vorkultur
sich weiterentwickelt. Um einen Eindruck von diesen Differenzen zu erhalten, werden
die Daten der Kultur 75 II aufgefthrt.

Die Kulturen besitzen eine Animpfdichte von 30 bis 47*10* Zellen pro Millil iter
(vgl. Abb. 3.64). Nach einer Lag-Phase der Referenz und Kultur 751 bis zur 19. Stun-
de steigen die Lebendzél zahlen in den genannten Kulturen an. Die Lebendzellzahl der
Kultur 7511 sinkt nach dem Animpfen von 30 auf 14*10* Zellen pro Millil iter ab. Die
Lebendzellzahl der Kultur 150 sinkt bis zur 19. Stunde und bleibt bis zur 114 Stunde
konstant. Eine geringe Abnahme ist zur 145. Stunde au verzeichnen. Die maximalen
Lebendzellzahlen unterscheiden sich bedeutend in den einzelnen Kulturen. Die maxi-
male Lebendzellzahl in der Referenz liegt in der 157. Stunde bei 91*10* Zellen pro
Millil iter. Die der Kultur 150erreicht mit 28+*10* Zellen pro Milliliter (31 % der Refe-
renz) ihren Héchstwert in der 89. Stunde. In Kultur 75 Il kann kein Zellzahlmaximum
festgestellt werden. Kultur 751 ist aufgrund der Kirze der Kultivierung schwer zu
bewerten. Fir die Lebendzellzahl kann im Gegensatz zu Kultur 150 ein Anstieg fest-
gestellt werden. Fir eine aussagekréftige Beurteilung fehlen jedoch mehrere Werte.
Die Lebendzellzahl scheint abhéngig von einer Testosteron-Zugabe a1 sein. ES muss
aber die Tatsadhe beachtet werden, dassdie Testosteron-Kulturen mit einem zeitlichen
Unterschied aus der gleichen Vorkultur angeimpft werden und dass Kultur 751, die
auch zeitlich aus der gleichen Vorkultur wie die Referenz angeimpft wird, geringere
Differenzen aufweist. Eine Abhangigkeit ist nicht zu bestreiten, jedoch ist der Einfluss
geringer alsdie Kulturen 7511 und 150suggerieren.
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Abb. 3.64 Lebendzelzahl und Vitalitét von LTO1
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Zeit [h] 0O 19 41 66 89 114 145 157
Glukoseverbrauchsrate - 23 07 05 02 03 02 02
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz

Glukoseverbrauchsrate - 28 1,7 11 06 05 05 --
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 150

Glukoseverbrauchsrate - 16 19 21 05 -- -- --
[mg/d*1 Mio. ZelKultur 7511

Glukoseverbrauchsrate - 23 14 -- -- -- -- --
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 751

L aktatproduktionsrate - 15 13 02 -02 00 -01 -01
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz

L aktatproduktionsrate - 23 28 11 03 03 02 --
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 150

L aktatproduktionsrate - 17 24 20 05 -- -- --
[mg/d*1 Mio. ZelKultur 7511

L aktatproduktionsrate - 23 17 -- -- -- -- --
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 751

Tab. 3.44 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von LTO1

Die Wachstumsraten der Kulturen 7511 und 150steigen bis zur 89. Stunde an (vgl.
Tab. 3.45). Die Raten der Referenz fallen in diesem Zeitraum von 0,37 auf 0 d™ ab,
wird der Anfangswert bei den genannten Kulturen auf3er Acht gelassen. Nach der 89.
Stunde steigt die Wachstumsrate der Referenz, wahrend sie in Kultur 150 fallt. In
Kultur 751 zegt sich nach dem anféanglichen Absinken der Wachstumsrate im Gegen-
satz 2u den beiden anderen Testosteron-Kulturen ein positiver Trend, dhnlich dem der
Referenz. Es gilt wie fur die Lebendzellzahl, dassein Einfluss des Testosterons vor-
handen ist, allerdings geringer als die Kulturen 7511 und 150 erkennen lassen. Der
Einfluss ist abhéngig vom Zustand der Zellen zum Kultivierungsbeginn.

Die Vitalitét der Referenz bewegt sich gleichbleibend um einem Wert von 77 %
(vgl. Abb. 3.64). Die Vitalitdt der Kultur 150 nimmt im Versuchsverlauf dagegen ab.
In Kultur 7511 sinkt der Wert der Vitalitét zunachst ab und behdt anndhernd einen
Wert von 70 % mit einem Ausrei3er in der 89. Stunde. Die Vitalitét von Kultur 751
entwickelt sich dhnlich der der Referenz, was wieder auf die Thematik der zeitlich
versetzten Animpfphasen fuhrt. An der Anfangsvitalitét kann ein derart unterschiedli-
cher Verlauf der Lebendzellzahlen und der Vitalitéten nicht liegen, jedoch womdglich
an den verschiedenen Wachstumsphasen. Zum Beispiel kann, wenn die Zellen gerade
in der exponentiellen Phase sind und vermehrt Stoffe aus dem Medium zur Energie-
gewinnung und zum Membranaufbau aufnehmen, eine vermehrte Einlagerung von
Testosteron erfolgen und so zu einem veranderten Wacdhstumsverhalten u.a. fihren.

Die Glukoseverbrauchsraten der Kulturen mit Testosteron-Zusatz liegen tber denen
der Referenz (vgl. Tab. 3.44). Dabel steigt die Glukoseverbrauchsrate der Kultur 75 11
bis zur 66. Stunde an. Bei den anderen Kulturen sinkt sie im Versuchsverlauf ab. Die
substituierten Kulturen verbrauchen mehr Glukose, was als eine Art Stresgeaktion auf
die Testosteron-Zugabe gewertet werden kann, da sich der Verbrauch nicht in einer
Erhéhung der Lebendzellzahl, d.h. als Energiegewinnung zur Zellteilung, ausdriickt.
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Abb. 3.65 Ammonium- und Proteinkonzentration von LTO1

Dabei ist der Glukoseverbrauch der Kultur 150 hoher als der von Kultur 751. Auch
die Laktatproduktionsraten der Testosteron-Kulturen sind hdher als die der Referenz
(vgl. Tab. 3.44). Die Raten von Kultur 7511 und 15 steigen erst zur 41. Stunde an
und fallen im weiteren Kultivierungsverlauf ab. Dagegen fallen die Produktionsraten
der Referenz und von Kultur 751 von der 19. Stunde bis zum Kultivierungsende ab.
Anhand der Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten kann eindeutig eine Be-
lastung der Testosteron-Kulturen festgestellt werden.

Die Ammoniumkonzentration steigt in allen Kulturen wahrend der Kultivierung an
(vgl. Abb. 3.65). Die Konzentrationen unterscheiden sich rur unwesentlich. Die Pro-
duktionsraten der Kulturen 7511 und 150liegen bis zur 66. bzw. 89. Stunde Uber der
der Referenz und Kultur 751. Es erfolgt in allen Kulturen eine Abnahme der Produk-
tionsrate. Da trotz der unterschiedlichen Zellzahlen die Ammoniumkonzentrationen
sehr @hnlich sind, muss eine hohere Produktionsrate in den Kulturen mit den geringe-
ren Zellzahlen vorliegen. Hier sind es die substituierten Kulturen. Das Testosteron
scheint die Ammoniumproduktion zu beeinflussen.

Die Proteinkonzentration der Referenz liegt in der gesamten Kultivierungszeit um
einen Betrag von 10 ks 15 mg/l Gber der von Kultur 751 und 150(vgl. Abb. 3.65).
Die Proteinkonzentration von Kultur 7511 ist wéhrend der Kultivierung am gering-
sten. Zur Referenz betragt der Unterschied 15 bs 20 mg/l. Die Hohe der Proteinkon-
zentration ist von der Hohe der Lebendzellzahl abhéngig. Das zugegebene Testosteron
hat keine sichtbaren Abweichungen der Proteinkonzentration gegenliber der Referenz
zur Folge.

Die t-PA-Konzentrationen der einzelnen Kulturen unterscheiden sich schon in der
19. Stunde gravierend (vgl. Abb.3.66). Die Konzentration erreicht in der Referenz
einen Endwert von 3900ug/l. Dagegen sind die Konzentrationen der Kultur 751 und
150mit einem maximalen Wert von 300pug/l bzw. 780ug/l ein Funftel bzw. ein

0
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Zeit [h] 0 19 41 66 89 114 145 157
Ammoniumproduktionsrate - 18 53 8 1 5 0 36
[ug/d*1 Mio. Ze] Referenz

Ammoniumproduktionsrate -- 104 19 4 32 4 20 -
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 150

Ammoniumproduktionsrate -- 106 60 24 0 -- - -
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 7511

Ammoniumproduktionsrate - 15 44 -- -- -- - -
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 751

t-PA-Produktionsrate -- 1219 1744 1369 1114 505 8974 221
[ng/d*1 Mio. Ze] Referenz

t-PA-Produktionsrate -- 965 1004 394 483 198 685 --
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 150

t-PA-Produktionsrate -- 243 468 831 0 -- - -
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 7511

t-PA-Produktionsrate -- 635 722 -- -- -- - -
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 751

Wachstumsrate [d™] Referenz -- -0,34 0,37 0,11 0,00 0,02 0,06 0,05
Wachstumsrate[d}] Kultur 150 | -- -0,25 -0,04 0,03 0,08 -0,07 -0,15  --
Wachstumsrate[d}] Kultur 7511 | -- -0,26 -0,10 -0,17 0,15 -- - -
Wachstumsrate [d}] Kultur 751 | -- -0,12 0,10 -- -- -- - -

Tab. 3.45 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von LTO1
Dreizehntel der Referenz. Die geringsten t-PA-Konzentrationen enthalt Kultur 7511
(ein Achtzehntel der Referenz). Die Produktionsraten der substituierten Kulturen sind
ebenfalls geringer als die der Referenz (vgl. Tab. 3.45). Die Raten der Kulturen 751
und Il sind bis zur 41. Stunde geringer als die der Kultur 150. Aufgrund der geringe-
ren Produktionsraten ist eine Beanflussung der t-PA-Produktion durch das zugegebe-
ne Testosgeron wahrscheinlich. Auch in der Vergleichskultur 751 zechnet sich eine

geringere Konzentration sowie Produktion von t-PA als in der Referenz ab.
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Die Konzentrationen der Aminosauren unterscheiden sich bei Glycin, Glutaminsau-
re, Glutamin, Alanin und Asparaginsdure (Daten s. Anhang). Die Glutaminkonzentra-
tion nimmt in der Referenz innerhalb der ersten 41 Stunden auf O ¢/l ab. In Kultur
7511 ist aufgrund der geringen Kultivierungsdauer keine Abnahme bis auf 0 ¢/l zu
beobadhten. Wegen der niedrigen Lebendzellzahlen in diesen Kulturen erfolgt nur
eine langsame Abnahme. In Kultur 150 sinkt die Glutaminkonzentration genauso
langsam. Hier erreicht sie &er wegen der hoheren Lebendzellzahl in Beaug auf die
Kultur 7511 einen Endwert von 0 g/l nach 89. Stunden. Im Gegensatz zu der durch die
unterschiedlichen Zellzahlen und die unterschiedliche Kultivierungsdauer begriindeten
Differenz der Glutaminkonzentration sind die Anderungen der anderen oben genann-
ten Konzentrationen wahrscheinlich durch die Testosteron-Zugabe bedingt. Die Kon-
zentration von Asparaginsaure nimmt in der Referenz im Versuchsverlauf nach dem
Verbrauch von Glutamin und der Abnahme von Glutaminséure in der 41. Stunde &.
Diese Abnahme ist in den substituierten Kulturen nicht zu beobachten, da noch
Glutamin sowie Glutaminsdure vorhanden sind. In der Referenz steigt die Konzentra-
tion von Glutaminsdure aunéchst auf 40 mg/l in der 41. Stunde an und nmmt danach
bis auf 4 mg/l ab. Der Anstieg ist in den substituierten Kulturen mit maximal 62 mg/|
hoher. Das Maximum liegt hier in der 89. Stunde. Die Konzentration féllt langsam, so
dass am Kultivierungsende noch eine Konzentration von 57 mg/l vorhanden ist. Es
erfolgt somit eine Speicherung der durch den Glutaminabbau gewonnenen Energie.
Ebenso ist eine hthere Alanin- sowie Glycinkonzentration in den substituierten Kultu-
ren nachzuweisen, da die vorhandene Konzentration von Asparagin noch nicht ver-
stoffwechselt ist. Es wird eine Beeinflussung des Zellstoffwechsel durch Testosteron
angenommen. Die substituierten Kulturen produzieren Alanin, Glycin und Glutamin-
sdure in hoheren Konzentrationen als die Referenz, was nur zum Teil auf den schnel-
leren Verbrauch von Glutamin in der Referenz zuriickzufiihren ist.

Es werden funf L angzeit-Scherexperimente von LTO1 duchgefihrt. Dabel werden
die Experimente von Kultur 7511 und 150je einmal wiederholt. In Tab. 3.46 sind die
Uberlebensraten der Kulturen aufgefuihrt. In dieser Experimentreihe sind die Uberle-
bensraten der Kulturen alle unter 10 %. Sie verhalten sich aquivalent. Die Schubspan-
nung sind ebenso vergleichbar.

Werden die Anderungen der gemittelten Analysenwerte betradntet, fallt auf, dassdie
Werte von Kultur 7511, mit Ausnahme der Anderung cer Ammoniumkonzentration
sowie bei den Anderungen von Glukose und Laktat und den daraus resultierenden
Raten, mit den Werten der Referenz besser Ubereinstimmen als mit Kultur 150 (vgl.
Tab. 3.47 und 3.48). Die mittlere Uberlebensrate der Kultur 7511 entspricht mit 7 %
ebenfalls eher der Uberlebensrate der Referenz ds der mittleren Uberlebensrate der

| Referenz  Kultur 150 Kultur 7511

Uberlebensrate Rs [%] 8 5 7
Schubspannung 7 [N/m?] 2,2 2,2 2,3

Tab. 3.46 Uberlebensrate und Schubspannung von LT01
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Anderung der/des Referenz  Kultur 150 Kultur 751I
... Totzellzahl [10° Ze/ml] -4 -9 -1
... Lebendzell zah! [10* Ze/ml] -21 -27 -15
... Gesamtzell zahl [10* Ze/m] -25 -36 -16
... Vitalitéat [%] -45 -54 -47
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 15 7 6
... Proteinkonzentration [mg/l] 7 13 8
... relativen LDH-Wertes[U/] 55 105 21
... Glukosekonzentration [g/l] -0,3 -0,1 0,0
... Laktatkonzentration [g/I] 0,3 0,2 0,0
... t-PA-Konzentration [ug/l] 0 0 0

Tab. 3.47 gemittelte Analysenwerte von LTO1
Referenz Kultur 150 Kultur 7511

Wachstumsrate [d™ ] -1,11 -1,39 -1,20
Glukoseverbrauchsrate 2,2 0,8 0,0
[mg/d*1 Mio. Z€]

L aktatproduktionsrate 2,5 1,7 0,0
[mg/d*1 Mio. Z€]

Ammoniumproduktionsrate 122 44 68
[ug/d*1 Mio. Z€]

t-PA-Produktionsrate 0 0 0

[ng/d*1 Mio. Z€]

Tab. 3.48 gemittelte Raten von LTO1

Kultur 150 mit 5 %. Das zugegebene Testosteron bewirkt demnach keine Erhdhung
der Uberlebensrate, sondern es werden mit der Referenz vergleichbare Ergebnisse
erzielt. Im Fall von Kultur 150wird sogar eine Verringerung der Uberlebensrate durch
die Testosteron-Zugabe ezeugt.

Testosteron erweist sich als unbrauchbares Additiv im Langzeit-Experiment. In den
Kurzzeit-Experimenten erreichen die Uberlebensraten Werte bis 57 %, wahrend im
Langzeit-Experiment nur Ergebnisse dnlich der Referenz ezielt werden kénren. In
der hier durchgefuhrten Kultivierung zeigen sich auf3erdem gravierende Unterschiede
in den Lebendzellzahlen, die in den Toxizitéstests nicht zu erkennen sind (s.
Kap. 3.1.4), sowie daraus resultierende stark unterschiedliche t-PA-Konzentration.
Die Produktionsrate von Ammonium sowie Laktat und Glukose ist hdher as die der
Referenz. Durch die Testosteron-Zugabe werden negative Veranderungen im Zell-
stoffwechsel hervorgerufen, die im Langzeit-Experiment im Gegensatz zum Kurzzeit-
Experiment nicht durch eine hohe Uberlebensrate kompensiert werden konnen.
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Als dritte Substanz der Gruppe 111 werden Retinol-Kultivierungsreihen mit Konzen-
trationen von 2,5, 5, 10 und 20mg/|l eingesetzt. Es werden die Ergebnisse von Kulti-
vierungsreihe RO5 mit den Konzentrationen 2,5 und 5mg/I beschrieben.

Die Lebendzellzahlen der Kulturen zeigen keine relevanten Unterschiede auf (vgl.
Abb. 3.67). Ebenso sind die Wachstumsraten und de Vitalitéten der Kulturen dquiva-
lent (vgl. Tab. 3.50 u Abb. 3.67). Das zugefligte Retinol hat keine Auswirkungen auf
Lebendzellzahl, Wachstumsrate und Vitalitét der substituierten Kulturen.

Diein Tab. 3.49 aufgefihrten Glukoseverbrauchsraten unterscheiden sich in der Ge-
schwindigkeit ihrer Abnahme voneinander. Dabei ist die Abnahme der Verbrauchsrate
in Kultur 5 besonders dark ausgepragt, wahrend die Verbrauchsrate in Kultur 2,5 nur
eine langsame Abnahme efahrt. Die Abnahmegeschwindigkeit der Referenz liegt
zwischen der beider Kulturen. Das Verhalten der Laktatproduktionsraten entspricht
dem der Glukoseverbrauchsraten. Die Kultur 5 besitzt die hochsten Werte in den er-
sten 44 Stunden. Kultur 2,5 liefert die niedrigsten Laktatproduktionsraten. Die Raten
der Referenz liegen z wischen denen beider substituierter Kulturen. Auch hier finden
sich unterschiedliche Abnahmegeschwindigkeiten in den Produktionsraten wieder.
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Abb. 3.67 Lebendzdllzahl und Vitalitét von R05
Zeit [h] 0 19 4 69 91
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 20 15 08 05
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 - 24 14 05 04
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5 - 15 12 08 07
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 22 12 03 01
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 - 26 13 01 00
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5 - 17 11 03 02

Tab. 3.49 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von RO5
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Zeit [h] 0O 19 44 69 91
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 40 0 45 14
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] - 32 45 15 10
Kultur 5

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 0O 30 26 9
Kultur 2,5

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 394 895 1186 1079
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 |-- 213 587 450 101
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25| -- 515 847 719 250
Wachstumsrate [d™] Referenz -- -0,35 0,32 0,02 0,15
Wachstumsrate [d}] Kultur 5 -- -0,20 0,30 0,00 0,15
Wachstumsrate [d™Y] Kultur 2,5 -- -0,26 0,20 0,09 0,10

Tab. 3.50 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von R05

Die hochste Abnahmegeschwindigkeit liegt wiederum bei Kultur 5, die niedrigste bei
Kultur 2,5 (vgl. Tab. 3.50). Die geringen Differenzen und unterschiedlichen Abnah-
megeschwindigkeiten sind richt durch die Retinol-Zugabe bedingt, sondern auf die
ebenfalls geringen Unterschiede in den Lebendzellzahlen zurtickzufihren.

Nur geringe Unterschiede lassen sich in der Ammoniumkonzentration finden (vgl.
Abb. 3.68). Die substituierten Kulturen besitzen teilweise eine nur um wenige Milli-
gramm pro Liter héhere Ammoniumkonzentration als die Referenz. Die Konzentrati-
on der Kultur 5 liegt Uber der von Kultur 2,5. Die Ammoniumproduktionsraten der
einzelnen Kulturen sinken im Beobachtungszeitraum, ebenso nimmt das Wadhstum
der Kulturen ab (s. Tab. 3.50). Wegen der Schwankungen ist nicht erkennbar, welche
Produktionsraten schneller bzw. langsamer abnehmen. Eine durch Retinol verursachte
Veranderung in Ammoniumkonzentration und -produktion ist nicht ersichtlich.
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Abb. 3.68 Ammonium- und Proteinkonzentration von R0O5
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Abb. 3.69 t-PA-Konzentration von R05

Die Proteinkonzentration weist im Versuchsverlauf ebenfalls nur geringflgige Un-
terschiede avischen den einzelnen Kulturen auf (vgl. Abb. 3.68). Die Konzentration
in der Referenz ist wahrend des Experiments am hdchsten, die der Kultur 5 ist am
geringsten. Diese Abweichung konnte auf die Wirkung des Retinols zurtickzufiihren
sein, ist aber wahrscheinlich durch die minimal abweichenden Zellzahlen bedingt.

Die t-PA-Konzentration der Kultur 2,5 ist nach den ersten 44. Stunden mit 510 pg/I
die hdchste. Die Kultur 5 enthélt zum gleichen Zeitpunkt die niedrigste Konzentration
mit 340 ug/l. Nach der 44. Stunde steigt die Konzentration des t-PAs in der Referenz
auf 1490ug/l an, wohingegen das Maximum in Kultur 5 610ug/l (41 % der Referenz)
und in Kultur 2,5 930 pg/l (62% der Referenz) betragt. Die t-PA-Produktionsraten
aler drei Kulturen steigen in den ersten 44 Stunden an. Darliber hinaus deigt die Rate
der Referenz bis zur 70. Stunde, danach sinkt sie &. Die Raten der substituierten
Kulturen nehmen dagegen rech der 44. Stunde &. Bei der Konzentration des T-PAs
sowie seiner Produktionsrate zegt sich erstmals eine negative Auswirkung duch das
Retinol. Abhéngig von der Hohe der Retinol-Konzentration nimmt die t-PA-
Konzentration zu.

Die Betrachtung der Aminosaure-Konzentrationen der einzelnen Kulturen fuhrt zu
dem Ergebnis, dass keine relevanten Unterschiede a1 erkennen sind (Daten
s. Anhang).

Die augesetzte Konzentration an Retinol hat keinen Einflussauf Zellzahl oder Vita-
litét. Es ergeben sich wahrend der Kultivierung fur Protein- und Ammoniumkonzen-
tration geringe Zunahmen. Der gravierendste Unterschied besteht

bei der Konzentration und Produktion des t-PAs. Obwohl dies ein bedeutender
Nadteil fur eine Kultivierung ist, werden Scherexperimente durchgefuhrt. Es besteht
die Moglichkeit bei einer hohen Uberlebensrate dieses Additiv in Kurzzeit-
Kultivierungen einzusetzen.
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Uberlebensrate Rs [%] Schubspannung 7 [N/m?]
Refe- Kultur Refe- Kultur
renz 2,5 5 10 renz 2,5 5 10
Mittelwert 28 a7 49 73 1,8 1,8 1,8 1,8

Tab. 3.51 Uberlebensrate und Schubspannung von R03, R04 und RO5

Es werden fir die Kultivierungsreihe RO3 und R04 je avei und fur die Kultivierungs-
reihe RO4 vier Kurzzeit-Scherexperimente durchgefiihrt. Die gemittelten Schub-
spannungen und Uberlebensraten sind in Tab. 3.51 aufgefiihrt. Die Uberlebensrate der
Referenz ist mit 28 % die geringste. Die hochste Uberlebensrate besitzt die am hdch-
sten substituierte Kultur 10 mit 73 %. Die Uberlebensraten der Kulturen 2,5 und 5
liegen mit 47 uind 49% daawischen. Die Schubspannungen aller Kulturen sind iden-
tisch. Das heil3t, obwohl sie der gleichen Scherbelastung ausgesetzt sind, tberleben in
der Referenz weniger Zellen.

Anhand der Totzdlzahlanderung ist kein Einfluss des Retinols ersichtlich, die Zu-
nahme ist in allen Kulturen vergleichbar. Die Anderung der Lebend- und Gesamt-
zellzahl sowie der Vitalitat nimmt mit zunehmender Retinol-Konzentration ab (vgl.
Tab. 3.52). So it in der Referenz der hdchste Vitalitétsverlust zu verzeichnen und in
Kultur 10 cer niedrigste. Auch die Anderung der Ammoniumkonzentration folgt die-
sem Verlauf. Die Anderung der Proteinkonzentration ist in den Kulturen vergleichbar.
Hier spielt die Retinol-Konzentration keine Rolle. Bei der Betrachtung des relativen
LDH-Wertes sind die Werte der substituierten Kulturen rur fir Kultur 2,5 und Kul-
tur 5 geringer. Es zegt sich fur die Retinol-Kulturen, dass der relative LDH-Wert mit
Zunahme der Retinol-Konzentration gleichfalls zunimmt. Dies deutet auf eine Schadi-
gung der Zellen hin. Die Uberlebenden Zellen sind geschadigt, kénnen aber noch nicht
als tote Zellen erkannt werden, beeinflussen so jedoch schon den LDH-Wert. Die
Vermutung Uber die geschédigten Zellen dient auch fir die im Vergleich zur Referenz
und unter Berticksichtigung der hoheren Uberlebensraten hohe Proteinkonzentration
in den substituierten Kulturen als Erklarung.

) Referenz  Kultur  Kultur  Kultur
Anderung der/des 2,5 5 10
... Totzell zahl [10° Ze/m] 2 3 3 1

... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -24 -16 -10 -6
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -22 -17 -6 -5
.. Vitalitat [%] -41 -24 -15 -6
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 6 2 -1 -1
... Proteinkonzentration [mg/l] 20 22 21 23

.. relativen LDH-Wertes[U/] 141 121 135 182

Tab. 3.52 gemittete Analysenwerte von R03, RO4 und R05
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Fur einen Einsatz von Retinol als Additiv sind die Daten umfassend genug. Es kann
zur Scherreduzierung in Kurzzeit-Experimenten eingesetzt werden. Wegen der Ver-
ringerung der t-PA-Produktionsrate und der daraus resultierenden geringeren t-PA-
Konzentration ist eine Uberpriifung an anderen Zelllinien von Vorteil. Diese Untersu-
chungen werden aus zeitlichen und materiellen Griinden nicht durchgeftihrt. Es ist zu
beadhten, dassdas Retinol in einem Lésungsmittel, hier Ethanol, gelést werden muss
da es glbst nicht in walkrigen Medien 16slich ist. Dieses kann bei hdheren Konzentra
tionen zu Nachteilen fuhren, wie zB. der Hemmung des Zellwachstums. Aus diesem
Grund besteht eine Limitierung der zuzugebenden Konzentration.

Im Gegensatz zum ebenfalls in Ethanol zugesetzten Ergosterin (vgl. Kap. 3.2.1.1) ist
Retinol als Scherstressreduzierendes Additiv wirksam. Von den Uberlebensraten her
kann es mit PC, welches der gleichen Gruppe wie Retinol zugeordnet und gleichfalls
in Ethanol gelost wird, verglichen werden. Esist aufgrund der geringeren eingesetzten
Konzentrationen jedoch wirksamer als dieses. Im Vergleich mit dem zweiten Additiv
dieser Gruppe, Testosteron, welches im Gegensatz zu den anderen beiden in Medium
gelost werden kann, ist die Wirksamkeit ebenfalls hoher, da auch hier die wirksamen
Konzentrationen von Retinol geringer sind.
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Es wird eine Langzeit-K ultivierungsreihe LR von Retinol durchgefuhrt. Die Kulti-
vierung dauert 145 Stunden. Es werden Konzentrationen von 75 uind 150mg/I Retinol
eingesetzt.

Die Zellen in den Kulturen durchlaufen zunéchst eine Lag-Phase (vgl. Abb. 3.70).
Diese dauert bis zur 46. Stunde in Kultur 2,5 und in der Referenz. In Kultur 5 dauert
sie bis zur 70. Stunde. Nach diesen Zeitpunkten steigt die Lebendzellzahl in den Kul-
turen an. Die Referenz ereicht in der 145 Stunde dabel ein Maximum von
75*10* Zellen pro Millil iter. Das Lebendzellzahlmaximum der Kultur 2,5 liegt eben-
falls in der 145 Stunde, ist aber mit 51*10" Zellen pro Milliliter geringer als das der
Referenz (68 % der Referenz). In Kultur 5 wird ein Hochstwert von 37*10* Zellen pro
Millil iter in der 137. Stunde ereicht (49 % der Referenz). Es zagt sich ein Einfluss
des Retinols auf das Lebendzellzahlmaximum der Kulturen. Je htéher die Retinol-
Konzentration desto geringer die maximale Lebendzellzahl.

Aufgrund der aquivalenten Lebendzellzahlen bis zur 70. Stunde sind die Wadhs
tumsraten der Referenz und von Kultur 2,5 in diesem Zeitraum vergleichbar (vgl.
Tab. 3.54). Beide steigen bis zur 70. Stunde. Im Gegensatz dazu sinkt die Wachstums-
rate der Kultur 5 bis zur 46. Stunde &. Erg danach erfolgt ein Anstieg his zur
94. Stunde. Das Wachstumsmaximum ist bei ihr in der 94. Stunde. Bel der Referenz
und Kultur 2,5 wird dieses Maximum in der 70. Stunde ereicht. Auch hier sind Aus-
wirkungen des Retinols auf die Wachstumsrate sichtbar. Mit zunehmender Retinol-
Konzentration nimmt die Wadhstumsrate in den ersten 70 Stunden ab.

Die Vitalitdt der Referenz sinkt wie die der Kultur 2,5 bis zur 46. Stunde & (vgl.
Abb. 3.70). Nach diesem Abfall nimmt die Vitalitét der Kulturen wieder zu und bleibt
auf einem relativ konstanten Niveau. Die Vitalitét der Kultur 5 sinkt bis zur 70. Stun-
de. Die Kultur 5 erreicht ihre Anfangsvitalitét erst in der 120. Stunde eine mit der Re-
ferenz und der Kultur 2,5 vergleichbare Vitalitét. Retinol scheint nur in der hoher kon-
zentrierten Kultur Auswirkungen auf die Vitalitét zu haben. Die geringer konzentrierte
Kultur 2,5ist in ihrer Vitalitét nicht beeinflusg.
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Abb. 3.70 Lebendzelzahl und Vitalitét von LR
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Zeit [h] 0 23 46 70 94 120 145
Glukoseverbrauchsrate - 18 13 11 05 0,5 0,5
[mg/d*1 Mio. Ze] Referenz

Glukoseverbrauchsrate - 1,2 06 14 03 0, 0,2
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 5

Glukoseverbrauchsrate - 15 09 05 04 0,6 0,2
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5

L aktatproduktionsrate - 20 16 04 04 -01 0,3
[mg/*d*1 Mio. Ze] Referenz

L aktatproduktionsrate - 1,2 12 11 07 0,1 -0,1
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 5

L aktatproduktionsrate - 1,7 13 04 03 -02 -0,3
[mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5

Tab. 3.53 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von LR

Die Glukoseverbrauchsrate der Referenz ist, bis auf drei Ausnahmen, hoher als die
der substituierten Kulturen (vgl. Tab 3.53). Die Glukoseverbrauchsrate der Kultur 2,5
liegt Uber der von Kultur 5. Bel den Laktatproduktionsraten sind die der Referenz und
von Kultur 2,5 bis auf den Wert der 145 Stunde vergleichbar (vgl. Tab. 3.53). Die
Raten der Kultur 2,5 sind minimal kleiner als die der Referenz. Die Laktatprodukti-
onsraten der Kultur 5 sind bis zur 46. Stunde geringer als die der beiden anderen Kul-
turen. Von der 70. Stunde an liegen die Werte dieser Kultur aber héher. Es sind keine
durch Retinol bedingten Veranderungen der Glukoseverbrauchs- und der Laktatpro-
duktionsrate der Kultur 2,5 zu beobadhten. Bei Kultur 5 kann die hohere Laktatpro-
duktionsrate durch die Retinol-Zugabe verursacht sein. Auf den Glukoseverbrauch het
das Retinol anscheinend keinen Einfluss

Die Ammoniumkonzentration der Referenz ist der der substituierten Kulturen ver-
gleichbar (vgl. Abb. 3.71). GroRRere Unterschiede sind in den ersten 23 Stunden und in
der 145 Stunde vorhanden. In beiden Fallen liegt die Konzentration der Referenz
Uber der der substituierten Kulturen. Aufgrund der vergleichbaren Ammoniumkonzen-
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Zeit [h] 0 23 46 70 94 120 145
Ammoniumproduktionsrate - 44 42 7 16 7 25
[ug/d*1 Mio. Ze] Referenz

Ammoniumproduktionsrate -- 65 34 0O 50 29 0
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 5

Ammoniumproduktionsrate -- 32 40 11 34 15 12
[ug/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5

t-PA-Produktionsrate -- 1074 1762 886 119 798 100
[ng/d*1 Mio. Ze] Referenz

t-PA-Produktionsrate -- 371 731 635 328 37 295
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 5

t-PA-Produktionsrate -- 742 996 806 909 552 309
[ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5

Wachstumsrate [d™] Referenz -- -0,17 -0,03 0,32 0,11 0,05 0,13
Wachstumsrate [d™] Kultur 5 - -0,12 -0,32 -0,18 0,23 0,19 0,12
Wachstumsrate [d™Y] Kultur 2,5 -- -0,17 -0,06 0,25 -0,05 0,11 0,07

Tab. 3.54 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von LR

trationen und der differierenden Lebendzellzahlen ergeben sich fir Kultur 5 im Durch-
schnitt die htéchsten Ammoniumproduktionsraten und fir die Referenz die geringsten
(vgl. Tab. 3.54). Auf diese Weise wirkt sich der Retinol-Einfluss Gber die Lebend-
zellzahlen auf die Produktionsrate aus und zeigt bel Kultur 5 im Fall des Ammoniums
eine Belastung des Stoffwechsels an.

Die Konzentration des Proteins in Kultur 2,5 ist mit der in der Referenz vergleichbar
(vgl. Abb. 3.71). Die Proteinkonzentration der Kultur 5 ist nach der 23. Stunde die
niedrigste. Dies erklart sich durch die & der 46. Stunde geringeren Lebendzellzahlen
der Kultur 5 gegenliber den beiden anderen Kulturen. Aufgrund der abweichenden
Lebendzellzahl der Kultur 2,5 ab der 70. Stunde sollte die Proteinkonzentration eben-
falls geringer sein. Eine durch Retinol verursachte hthere Produktion sollte sich in
Kultur 5 ebenfalls bemerkbar machen, aul3er die Zellen wéren dort so stark geschadigt,
dass eine Produktion von Protein nicht mehr oder nur noch eingeschrankt moglich
ware. 1400 -
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Abb. 3.72t-PA-Konzentration von LR
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Die t-PA-Konzentration der Referenz ist mit der der Kultur 2,5 vergleichbar. Beide
erreichen eine maximale Konzentration von 1200ug/I (vgl. Abb. 3.72). Die t-PA-
Konzentration der Kultur 5 erreicht dagegen mit 400ug/l nur ein Drittel des Refe-
renzwertes. Obwohl die Konzentrationen der Referenz und der Kultur 2,5 vergleichbar
sind unterscheiden sich ihre Produktionsraten (vgl. Tab. 3.54). Die Produktionsrate der
Kultur 2,5 ist bis auf zwei Ausnahmen wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums
geringer und sinkt im Verhédltnis mit einer geringeren Steigung ab. Die Produktions-
raten der Kultur 5 sind niedriger als die der Kultur 2,5 und sinken mit einer ahnlichen
Geschwindigkeit. Die geringeren Produktionsraten der substituierten Kulturen sind
wahrscheinlich durch das Retinol bedingt. Mit der Hohe der Retinol-Konzentration
nehmen die t-PA-Produktionsraten ab.

Anhand der Aminosauredaten (Daten s. Anhang) ist eine langsamere Abnahme der

Glutaminkonzentration in Kultur 5 gegenliber der Referenz und Kultur 2,5 zu erken-
nen. Wahrend das Glutamin in der Referenz und in Kultur 2,5 schon in der 94. Stunde
verbraucht ist, 1asg sich in Kultur 5 bis zum Kultivierungsende Glutamin nachweisen.
Gleichermal3en ist die Glutaminsdure-Konzentration aufgrund weniger Zellen in der
Kultur in der 145 Stunde um 40 mg/l héher als in der Referenz und in Kultur 2,5. Die
Glutaminsdure-Konzentration in Kultur 5 erreicht ihr Maximum erst in der 94. Stunde,
danach wird es aufgrund der verbrauchten Glutaminkonzentration ebenfalls verstoff-
wedselt. Das Maximum der Glutaminsdure-Konzentration liegt bei der Referenz und
der Kultur 2,5 in der 46. Stunde. Die Aminosdure-Konzentrationen der Kultur 2,5 sind
der Referenz wegen den bis zur 70. Stunde fast identischen Lebendzdlzahlen ver-
gleichbar. Die Daten der Kultur 5 weichen ebenfalls aufgrund der Lebendzellzahlen
von denen der Referenz ab. Auswirkungen von Retinol auf den Aminosdurehaushalt
sind nicht zu beobachten.
In dieser Kultivierungsreihe zigt sich ein negativer Einfluss des Retinols auf die Zel-
len im Gegensatz zur Kurzzeit-Kultivierung schon bei der Lebendzellzahlen. Die Zel-
len werden in ihrem Wachstum gehemmt. Eine Wadhstumshemmung ist in der Kurz-
zeit-Kultivierung nicht zu erkennen, obwohl die gleichen Konzentrationen verwendet
werden. Da dort der Versuch rur bis zur 91. Stunde betradhtet wird und im Langzeit-
Experiment Abweichungen erst in der 94. Stunde fur Kultur 2,5 auftreten, kann es
sein, dass die moglichen Differenzen in der Kurzzeit-Kultivierung nicht erfasst wer-
den. Das vom Kurzzeit-Experiment abweichende Verhalten der Kultur 5 kann damit
erklart werden, dass aufgrund von Ungenauigkeiten die Retinol-Konzentration im
Langzeit-Versuch vermutlich zu hoch sind und dass dieser geringe Unterschied das
andere Verhalten der Kultur bewirkt. Den Kurzzeit-Experimenten gleich ist die gerin-
gere t-PA-Produktion. Diese ist abhangig von der Konzentration des Retinols in der
Kultur. Die Auswirkungen sind in der Kultur 2,5 bei den t-PA-Konzentrationen weni-
ger aufféllig alsin Kultur 5.
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| Referenz Kultur 5 Kultur 2,5
Rs [%] 17 3 6
T [N/m? 1,8 2,2 2,2

Tab. 3.55 Uberlebensrate und Schubspannung von LR

Es werden drei L angzeit-Scherexperimente mit den Kulturen der Kultivierungsreihe
LR durchgefiihrt. Die Uberlebensraten der einzelnen Kulturen sind wie die Schub-
spannung in Tab. 3.55 zu finden. Die Uberlebensrate der Referenz ist mit 17 % am
hochsten. In Kultur 2,5 und 5 betragen die Uberlebensraten 6 bzw. 3 %. Die augehori-
ge Schubspannung zeigt mit 2,2 N/m? eine hthere Belastung der Zellen an.

Die Analysenwerte von LR machen die besseren Bedingungen der Referenz gegen-
Uber den substituierten Kulturen deutlich (vgl. Tab. 3.56). So ist die Abnahme der
Glukosekonzentration sowie die in Bezug auf die Retinol-Kulturen hohe Glukosever-
brauchsrate ein Indiz fir eine Stoffwecdhselaktivitét der Zellen wahrend des Experi-
ments (vgl. Tab. 3.57). Gleichermal3en verhdlt es sich mit der Laktatkonzentration und
ihrer Verbrauchsrate sowie der t-PA-Konzentration und ihrer Produktionsrate. Die
geringe Abnahme der Vitalitdt sowie der Gesamt- und Lebendzellzahlen spricht
gleichfalls gegen einen Einsatz von Retinol in Langzet-Experimenten.

Anhand der Konzentrationen der Aminosauren lassen sich nur geringe Unterschiede
feststellen (Daten s. Anhang). So nmmt die Glutaminkonzentration der Referenz um
knapp 50mg/l ab. Hingegen betrégt die Abnahme in Kultur 2,5 und 5nur 30 mg/l. Die

Anderung der/des Referenz Kultur 5 Kultur 2,5
... Totzell zah! [10° Ze/m] 4 -11 -1
... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -20 -35 -32
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -17 -46 -33
... Vitalitat [%] -48 -53 -79
... Ammoniumkonzentration [mg/l] -14 8 8
... Proteinkonzentration [mg/l] 27 11 13
... relativen LDH-Wertes[U/] 208 28 29
... Glukosekonzentration [g/l] -0,2 -0,1 -0,1
... Laktatkonzentration [g/]] 04 0,1 0,1
... t-PA-K onzentration [ug/l] 269 21 115

Tab. 3.56 Analysenwertevon LR
Referenz Kultur 5 Kultur 2,5

Wachstumsrate [d™ ] -0,76 -1,46 -1,23
Glukoseverbrauchsrate 1,5 0,3 0,8

[mg/d*1 Mio. Z¢g]

L aktatproduktionsrate 2,7 0,5 0,7

[mg/d*1 Mio. Z¢g]

Ammoniumproduktionsrate 0 42 44

[ug/d*1 Mio. Z€]

t-PA-Produktionsrate 1887 111 637

[ng/d*1 Mio. Z¢g]

Tab. 3.57 Raten von LR
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Konzentration des Alanins nimmt in der Referenz und Kultur 2,5 um 11 mg/l zu. In
Kultur 5 wird kein Alanin produziert. Die Abnahme des Glutamins ebenso wie die
Produktion von Alanin lassen den Riickschlussauf einen Stoffwechsel der Zellen und
auf ein, wenn auch zeitlich begrenztes, Uberleben zu.

Insgesamt betradhtet ist Retinol als Additiv zur Senkung der Scherempfindlichkeit
von Tierzellen in Langzeit-Experimenten nicht gedgnet. Im Gegensatz zu Kurzzeit-
Versuchen sind die Uberlebensraten der substituierten Kulturen deutlich niedriger als
die der Referenz. Durch Retinol wird eine Hemmung s Zellwachstums ausgelost.
Zusétzlich wird die t-PA-Konzentration sowie -Produktionsrate gesenkt.

Die aifgezihlten negativen Einflisse des Retinols werden aber durch seine Eigen-
schaft in Kurzzeit-Scherexperimenten die Scherempfindlichkeit der Zellen zu senken
kompensiert. Esist in Kurzzeit-Kultivierungen und Scherexperimenten daher einsetz-
bar.
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3.2.1.4 Gruppe | V: p-Cyclodextrin, M ethyl-Cyclodextrin

In der vierten Gruppe werden f-Cyclodextrin und Methyl-Cyclodextrin auf ihre Wir-
kung zur Beeinflussung der Scherempfindlichkeit von Tierzellen untersucht. lhre
Wirkungsweise beruht nicht auf der Verdnderung der Membranstruktur der Zellen.
Ilhnen wird eine Wirkungsweise ahnlich der des zugesetzten fétalen Serums zuge-
schrieben (s. Kap. 1.2.6.7). Hier soll jedoch nicht die unmittelbare Wirkung getestet
werden, sondern der indirekte Einfluss auf die Zellen. Die Vitalitét der Zellen wird
indirekt durch Cyclodextrine gestéarkt, indem zellschadigende Metabolite im Medium
von ihnen komplexiert und toxische Konzentrationen vermieden werden. Auf diese
Weise werden die Zellen wahrend der Kultivierung weniger belastet und sollten so
dem Scherstressinflusswiderstehen konnen.

In Kultivierungsreihe f-CD01 werden Konzentrationen von 75 und 100mg/I an
S-Cyclodextrin zugesetzt.
In den Lebendzellzahlen unterscheiden sich die Kulturen bis zur 42. Stunde nicht (vgl.
Abb. 3.73). Sie durchlaufen bis dahin eine Lag-Phase. Nad diesem Zeitpunkt andert
sich das Verhalten der Kultur 75 gegeniiber dem der anderen Kulturen. Die Lebend-
zellzahlen der Referenz und der Kultur 100 steigen bis zu einem Maximalwert von 40
bzw. 44*10" Zellen pro Millil iter in der 66. Stunde. Die Lebendzellzahl der Kultur 75
sinkt in der 91. Stunde aif ein Minimum von 10*10* Zellen pro Milliliter ab. Zu er-
kldren ist das nicht vorhandene Zellwachstum nicht, da dle drei Kulturen aus der glei-
chen Vorkultur angesetzt und deich behandelt werden. Durch das zugesetzte f-CD
kann sie nicht verursadt sein, weil in diesem Fall aufgrund der htheren Konzentrati-
on auch die Kultur 100 betroffen sein sollte. Eventuell kdnnen Verunreinigungen der
Grund sein.
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Abb. 3.73 Lebendzellzahl und Vitalitét von f-CDO1
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Zeit [h] 0 16 42 66 91
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 16 13 02 05
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 - 18 16 02 07
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 - 21 09 01 1.2
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 12 09 05 02
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Z¢€] Kultur 100 -- 1,7 11 04 05
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 - 15 08 03 01

Tab. 3.58 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von $-CD01

Die Wachstumsraten der Kulturen zeigen ein unterschiedliches Verhalten. Dieses ist
auf die Schwankungen der Lebendzellzahlen zurtickzufihren (vgl. Tab. 3.59). So gei-
gen die Wachstumsraten der Kultur 75 und 100 hs zur 42. bzw. 66. Stunde an. Da-
nach erfolgt ein Abfall bis zum Kultivierungsende. Die Rate der Referenz fallt von der
16. zur 42. Stunde &, erreicht ihr Maximum in der 66. Stunde und fallt, vergleichbar
mit der Rate von Kultur 100 zum Kultivierungsende ab. Das Maximum der Wachs-
tumsrate ist in der Referenz und Kultur 100 zum gleichen Zeitpunkt zu finden. Das
Maximum der Kultur 75 liegt 24 Stunden vorher. Ein Einflussdes -CD ist nicht ein-
deutig zu bestimmen.

Die Vitalitdt der Referenz bleibt anndhernd konstant (vgl. Abb. 3.73). Die Vitalitét
der Kultur 100 verhélt sich entsprechend. Dagegen nimmt die Vitalitét der Kultur 75
um 33 % ab.

Die Glukoseverbrauchsrate der Kultur 100 sowie ihre Laktatproduktionsrate sind
hoher als die der Referenz (vgl. Tab. 3.58). Die Raten der Kultur 75 sind his auf den
Anfangs- und den Endwert der Glukoseverbrauchsrate niedriger als die der Referenz.
Diese Zellen verbrauchen also weniger Glukose und produzieren weniger Laktat. Da
die Zellen den Energielieferanten Glukose in geringerem Umfang aufnehmen, ist das
Zellwachstum eingeschrénkt, was sich in den Lebendzellzahlen bemerkbar macht.

Zeit [h] 0 16 42 66 91
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Z€] -- 101 63 26 10
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zg] -- 25 75 66 8
Kultur 100

Ammoniumproduktionsr ate [ug/d*1 Mio. Z€] -- 0 137 14 58
Kultur 75

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz -- 601 652 823 712
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 -- 271 676 621 589
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 -- 624 1699 462 472
Wachstumsr ate [d™] Referenz -- 0,06 -0,05 0,30 -0,03
Wachstumsrate [d™] Kultur 100 -- -0,15 0,09 0,32 -0,22
Wachstumsrate [d™] Kultur 75 -- -0,33 0,16 -0,05 -0,31

Tab. 3.59 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von $-CDO1
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Abb. 3.74 Ammonium- und Proteinkonzentration von §-CD01
Die Zunahme der Ammoniumkonzentration der Referenz ist in den ersten 42 Stunden
in Bezug auf Kultur 100 hoher, sinkt aber bis zur 91. Stunde unter den Wert dieser
Kultur (vgl. Abb. 3.74). Die Konzentrationen der Kultur 75 éhneln denen der Refe-
renz. Aufgrund der unstetigen Zunahme der Ammoniumkonzentration in Kultur 75
folgen auch die Produktionsraten keinem erkennbaren Trend (vgl. Tab. 3.59). Die
Ammoniumproduktionsrate der Referenz sinkt dagegen bestandig im Verlauf der
Kultivierung. Die Produktionsrate der Kultur 100 steigt im Verlauf von der 16. bis zur
42. Stunde an und nmmt nach diesem Zeitpunkt bis zum Ende des Beobachtungszeit-
raums ab. Der Anstieg kann durch das zugegebene f-CD bedingt sein. Durch den
gleichfalls vorhandenen Anstieg der Produktionsrate in Kultur 100 wird diese Ver-
mutung bekraftigt.
Die Proteinkonzentration der Referenz nimmt stetig zu (vgl. Abb. 3.74). Dagegen ist
ein hoherer Anstieg von der 0. auf die 16. Stunde in den substituierten Kulturen zu
verzeichnen. Die Konzentration des Proteins ist in Kultur 75 von der 16. bis zur
66. Stunde hoher als die der Referenz. Anfangs- und Endkonzentration sind riedriger.
Die Konzentrationen der Kultur 100 sind am Anfang und am Ende der Kultivierung
niedriger als die der Referenz. Wegen der dhnlichen Zellzahlen ist die Proteinkonzen-
tration von Referenz und Kultur 100 vergleichbar. Da der die Zellzahlen in Kul-
tur 75 ab der 66. Stunde geringer sind, sollte auch die Proteinkonzentration geringer
sein. Dies ist nicht der Fall. Deswegen ist eine ehohte Proteinproduktion bzw. Pro-
teinfreisetzung ins Medium anzunehmen. Eine Schéadigung der Zellen ist aufgrund
des=n nicht auszuschlieflen.
Werden die t-PA-Konzentrationen der Kulturen betraditet, féllt ein dhnlicher Verlauf
der Konzentrationszunahme bel Kultur 100 wnd der Referenz auf (vgl. Abb. 3.75).
Dieser ist auf die vergleichbaren Lebendzellzahlen zuriickzufthren. Bis zur 42. Stunde
sind die Konzentrationen in den beiden Kulturen aquivalent. Nach diesem Zeitpunkt
ist die Konzentration in der Referenz hdher als in Kultur 100 Die geringere Konzen-
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Abb. 3.75 t-PA-Konzentration von 5-CD01
tration gegen Versuchsende kann méglicherweise durch das f-CD verursacht sein.
Eine vergleichbar geringe Endkonzentration in Kultur 75 wirde dieses bestétigen. Die
Zunahme der t-PA-Konzentration in Kultur 75 zeigt einen anderen Verlauf. Hier er-
folgt ein Anstieg der Konzentration tber die Vergleichswerte der Referenz bis zur
66. Stunde. Der Endwert liegt unter dem der Referenz. Dadurch wird die Annahme
Uber den Einfluss des -CDs auf die t-PA-Konzentration bestérkt. Werden die Pro-
duktionsraten der Kulturen betradhtet, fallt auf, dassdie Raten der substituierten Kul-
turen bis zur 42. Stunde mit der Referenz vergleichbar sind, von zwei Ausnahmen
abgesehen. Nach diesem Zeitpunkt sind die Raten geringer. Dies begriindet ebenfalls
die Vermutung, dass ein geringer Einflussdurch f-CD auf die t-PA-Produktion vor-
handen ist.
Bei den Aminosdure-Konzentrationen wird Glutamin in der Referenz vollstandig ver-
braucht (Daten s. Anhang). Die Kulturen 75 und 100 verbrauchen im Beobachtungs-
zeitraum die vorhandene Glutaminkonzentration nicht vollstandig, was aufgrund der
geringeren Zellzahl in Kultur 75 ncht verwundert, in Bezug auf Kultur 100 jedoch
einer Erklarung bedarf. Vermutlich ist die im Vergleich zur Referenz im letzten Ver-
suchsabschnitt abgesunkene Zellzahl die Ursache fur die geringe, noch vorhandene
Konzentration an Glutamin. Es sind in der 91. Stunde noch 17 bzw. 14 mg/l Glutamin
in den substituierten Kulturen vorhanden. Aus diesem Grund besitzen die substituier-
ten Kulturen zum Versuchsende aich eine hthere Glutaminsaure-Konzentration als
die Referenz. Die Referenz setzt, nachdem ihr Glutaminvorrat erschopft ist, die ent-
sprechende Séure als Energiequelle weiter um. In den substituierten Kulturen ist dies
nicht notwendig. Insgesamt sind die Konzentrationen der Aminosduren der
substituierten Kulturen eher miteinander vergleichbar als mit der Referenz. Die
Abweichungen zur Referenz sind gering.
Insgesamt betradhtet zeigen sich keine Abweichungen der Cyclodextrin-Kulturen von
der Referenz mit Ausnahme der nicht erklarbaren Lebendzellzahlabnahme in
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Uberlebensrate Rs [%] Schubspannung 7 [N/m?]
Referenz Kultur 100 Kultur 75 |Referenz Kultur 100 Kultur 75
Mittelwert 16 45 13 1,9 19 1,9

Tab. 3.60 Uberlebensraten und Schubspannungen von -CDO01

Kultur 75. Die Kulturen sind miteinander vergleichbar, der Umstand der geringeren
Lebendzellzahlen sollte bei der Beurtellung der Scherexperimente mit berticksichtigt
werden.
Es werden je Kultur drei Kurzzeit-Scherexperimente durchgefihrt und de Werte
gemittelt. Die Uberlebensraten und Schubspannungen sind in Tab. 3.60 aufgefiihrt.
Die Uberlebensraten der Referenz und Kultur 75 unterscheiden sich nur um 3 % und
sind mit 16 und 13% gering. Kultur 100 besitzt dagegen eine Uberlebensrate von
45 %. Die Schubspannungen der Kulturen sind identisch.
Kultur 100 verzeichnet die geringste Abnahme der Lebend- und Gesamtzellzahl,
ebenso wie die geringste Abnahme der Vitalitét (vgl. Tab. 3.61). Diese Ergebnisse
bestétigen die hohe Uberlebensrate der Kultur. Die Anderungen der Protein- sowie
Ammoniumkonzentration sowie der Totzdlzahlen der Kulturen unterscheiden sich
unwesentlich. Sie zigen fir dieses Experiment keine Abweichungen der mit f-CD
kultivierten Zellen von der Referenz.
Die vergleichbare Anderung des relativen LDH-Werts von Kultur 100 in Bezug auf
Kultur 75 spricht fur eine vergleichbare Uberlebensrate. Die Zunahme des LDH-
Wertes begriindet sich durch das Absterben von Zellen und die Freisetzung des
intrazlluldren LDHs. In diesem Fall ist die Abnahme der Gesamtzellzahl
510" Zellen pro Milliliter in Kultur 100 wnd damit um 4*10* Zellen pro Millil iter
kleiner als die der Kultur 75. Aufgrund dessen sollte die Anderung des relativen LDH-
Wertes kleiner sein. Eine Erklérung fir den hohen Wert kann die Schadigung von
Zellen sein, die avar LDH freisetzen, aber noch nicht as tote Zellen erkannt werden
konren. Eine andere Mdglichkeit wére ein geringerer LDH-Gehalt in den Zellen der
Kultur 100

In Kultur 75 zeigt sich die um 3% hohere Uberlebensrate an der geringeren
Abnahme der Lebend- und Gesamtzellzahl gegenliber der Referenz. In Bezug auf die
Referenz, ist hier auch der relative LDH-Wert niedriger und entspricht damit einer
hoheren Uberlebensrate.

Anderung der/des Referenz Kultur 100  Kultur 75
... Totzell zahl [10% Ze/m] -1 0 1

... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -18 -5 -10

... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -18 -5 -9

... Vitalitat [%] -40 -11 -23

... Ammoniumkonzentration [mg/l] 0 1 1

... Proteinkonzentration [mg/l] 11 7 7

.. relativen LDH-Wertes[U/] 123 71 70

Tab. 3.61 gemittelte Analysenwerte von £-CDO1



3 Ergebnisse und Diskussion 122

Das zugesetzte -CD scheint die Scherempfindlichkeit der Tierzellen in Abhangigkeit
von der Hohe der Konzentration verringern zu kdnnen. In der Kultivierung bereitet die
S-CD-Konzentration in der Hohe von 100mg/l keine Probleme. Eine mal3gebliche
Hemmung des Zellwadhstums lésst sich nicht feststellen, genauso wenig eine rele-
vante Anderung der Ammoniumproduktionsrate bzw. der Proteinkonzentration. Die
geringe Abweichung der t-PA-Produktionsrate ist vertretbar.

Die im Gegensatz zur Kultur 100 abweichende geringe Uberlebensrate der Kultur 75
kann durch die ebenfalls abweichenden Lebendzellzahlen der Kultivierung erklart
werden. Dort schon ist ein Unterschied zu den anderen beiden Kulturen zu erkennen,
der vermutlich auf Verunreinigungen zurtickzufihren ist (s.0.). Diese schwéchen die
Zellen, so dasskein Zellwachstum mehr maglich ist. In diesem geschwéachten Zustand
konren die Zellen ebenfalls nur eine Uberlebensrate &nlich der der Referenz
erreichen. Die bedeutet aber nicht, dass f-CD als Ausldser des nicht vorhandenen
Zellwachstums anzusehen ist, da aich hbhere Konzentrationen im Toxizitétstest
keinen Einfluss gezeigt haben (s. Kap. 3.1.5).
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Die aveite Substanz der Gruppe 1V ist Methyl-Cyclodextrin. Es wird eine Kurzzeit-
Kultivierungsreihe M-CDO01 mit Konzentrationen von 75 und 100mg/l angesetzt und
die Ergebnisse diskutiert. FUr Kultur 75 fehlen aufgrund einer Infektion die Daten des
letzten Kultivierungstages.

Die in Abb. 3.76 aufgefiihrten Lebendzellzahlen der Kultur 100 dhneln im Verlauf
denen der Referenz. Es erfolgt zuerst in beiden Kultivierungen bis zur 47. Stunde eine
Lag-Phase der Zellen. Danach steigt die Zellzahl der Kulturen an. Im Gegenteil dazu
nimmt die Lebendzellzahl in der Kultur 75 kis zur 66. Stunde nur um 9*10* Zellen pro
Millil iter zu. Die Lebendzellzahlzunahme bei Kultur 100 und der Referenz betrégt bis
zu deren Maxima 54 bzw. 55*10* Zellen pro Millil iter. Wie in der Kultivierungsreihe
S-CDO1 (s. Abb. 3.73) enthalt auch hier die Kultur mit 75 mg/l die geringsten Le-
bendzdlzahlen. Ein Wachstum ist nicht vorhanden. In der Kultivierungsreihe f-CD
wurde eine Verunreinigung als Ursache fur die Stagnation der Lebendzellzahlen ver-
mutet. Da jedoch in dieser Kultivierungsreihe das gleiche Phanomen auftritt, ist eine
Verunreinigung unwahrscheinlich. Eine mogliche Bindung der Nahrstoffe durch
M-CD sowie p-CD kann ausgeschlossen werden, da sich dieses auch in der héher
konzentrierten Kultur bemerkbar machen sollte. Eine Verwechslung der beiden Kultu-
ren ist aufgrund der sowohl bei f-CD als auch M-CD auftretenden Erscheinung
unrealistisch.

Der Verlauf der Wachstumsraten von Referenz und Kultur 100ist aufgrund der dhnli-
chen Lebendzellzahlen &guivalent (vgl. Tab. 3.63). Beide steigen nach dem Abfall zur
47. Stunde wieder an um zum Kultivierungsende eneut abzusinken. Die Wachstums-
rate der Kultur 75 steigt demgegentiber von der 19. bis zur 66. Stunde an. In Kultur
100 werden keine durch den Zusatz von M-CD verursachten Verdnderungen der
Wadstumsrate beobachtet. In Kultur 75 dagegen ist die geringe, steigende Wachs-
tumsrate wahrscheinlich auf den Einfluss des M-CD zurtckzufiihren.
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Abb. 3.76 Lebendzdlzahl und Vitalitét von M-CDO0O1
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Zeit [h] 0 19 47 66 92
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 09 08 05 03
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100y -- 1,3 0,7 03 0,3
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 - 20 09 07 --
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 11 09 03 01
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 - 14 08 04 01
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 - 19 10 04 --

Tab. 3.62 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von M-CDO1

Die Vitalitét der Referenz und der Kultur 100 nmmt zum Versuchsende von 71 bzw.

61 % auf 82 bzw. 81 % zu (vgl. Abb. 3.76). Auch in diesem Punkt differieren die bei-
den Kulturen nur wenig, wohingegen die Vitalitadten der Kultur 75 un 6 bis 19 % ge-
ringer als die der beiden anderen Kulturen sind. Die gegentiber der Referenz und
Kultur 100 geringeren Vitalitéten und Lebendzellzahlen sind nicht durch die Verwen-
dung einer anderen Vorkultur bedingt, da dle drei Kulturen aus der gleichen Vorkul-
tur angeimpft werden. Die geringe Vitalitét der Kultur 75 gegentiber den beiden ande-
ren Kulturen kénnte bei dieser Kultivierung der Grund fir die Hemmung des Zell-
waadstums sin.
In Kultur 75 sind die hochsten Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten zu
finden (vgl. Tab. 3.62). Wie in f-CD01 wird in dieser Kultur ebenso mehr Glukose
verbraucht und Laktat produziert als in der Referenz und in Kultur 100 Die Laktat-
produktionsraten der Kultur 100 sind mit denen der Referenz vergleichbar. Ahnlich-
keiten sind bei den Glukoseverbrauchsraten zu beobachten. Ebenso wie bei den Le-
bendzdlzahlen und der Vitalitét lassen sich in Kultur 100 keine durch M-CD beding-
ten Veranderungen feststellen. Diese sind jedoch in Kultur 75 zu finden. Aufgrund der
héheren Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate kann von einer Stresssituation
fur die Zellen ausgegangen werden.
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Zeit [h] 0 19 47 66 92
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] - 47 14 15 17
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 100 45 19 9
Kultur 100

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] - 30 34 16 --
Kultur 75

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz |- 421 522 468 286
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 100|-- 52 440 559 255
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 75 |-- 132 287 1485 --
Wachstumsrate [d™] Referenz -- 0,03 -0,02 0,57 -011
Wachstumsrate [d™Y] Kultur 100 -- 032 -0,04 0,37 0,06
Wachstumsrate [d™] Kultur 75 -- 001 0,04 0,13 --

Tab. 3.63 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von M-CD0O1

Die hdchste Ammoniumkonzentration weist Kultur 100 auf (vgl. Abb. 3.77). Sie be-
sitzt zwar den niedrigsten Startwert mit 19 mg/l, die Zunahme ihrer Konzentration
betragt aber bis zur 66. Stunde 56 mg/l. Die Konzentrationen der Referenz und der
Kultur 75 nehmen in diesem Zeitraum um 35 kew. 22 mg/l zu. Aus diesem Grund ist
die Ammoniumproduktionsrate der Kultur 100 hther als die der Kultur 75 und bis auf
eine Ausnahme aiuch hoher als die der Referenz (vgl. Tab. 3.63). Die hohe Ammoni-
umproduktionsrate kann durch die Zugabe von M-CD bedingt sein. Diese Annahme
lésd eine éenfalls hohe Produktionsrate in der Kultur 75 erwarten. Mit den vorlie-
genden Daten kann das bestétigt werden (s.0.). Eine durch Cyclodextrin verursachte
Erhéhung der Ammoniumproduktionsrate ist schon in Kultivierungsreihe f-CD ver-
mutet worden.

Die Proteinkonzentrationen unterscheiden sich geringftigig (vgl. Abb. 3.77). Die Kon-
zentration nimmt linear zu. Obwohl die Lebendzellzahl der Kultur 75 in der 66. Stun-
de deutlich geringer ist as die der beiden anderen Kulturen ist die Proteinkonzentrati-
on hoher. Dies kann durch das vermehrte Austreten von Protein aus den Zellen,
eventuell aufgrund von Schadigungen der Membran, bedingt sein.

Wird die Produktivitdt und die Konzentration des t-PAs der einzelnen Kulturen be-
trachtet, so fallt ein geringer Konzentrationsunterschied von 14 und 46 g/l zwischen
der Referenz und Kultur 100 auf (vgl. Abb. 3.78). Der Verlauf der Konzentrationszu-
nahme ist in beiden Kulturen aquivalent, wenn der Anfangswert der Kultur 100 richt
mit einbezogen wird. Die t-PA-Konzentration der Kultur 75 ist aufgrund der geringe-
ren Zellzahl gleichfalls geringer als die der beiden anderen Kulturen. Der im Ver-
gleich zur Referenz und zur Kultur 100 hohe Wert von t-PA der 66. Stunde kann wie
bei der Proteinkonzentration durch die Freisetzung aufgrund von Zellschaden begriin-
den werden oder esliegt ein Messfehler vor.

Die Produktionsraten der Kultur 100 und der Referenz sind miteinander vergleichbar
(vgl. Tab. 3.63). Der Unterschied in der Produktionsrate der 19. Stundeist inder im
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Abb. 3.78t-PA-Konzentration von M-CD01
Vergleich zur Referenz hohen t-PA-Anfangskonzentration der Kultur 100 begriindet.
Die Produktionsraten der Kultur 75 nehmen im Versuchsverlauf zu wahrend die der
beiden anderen Kulturen relativ konstant bleiben. Es zeigt sich, dassder Faktor, wel-
cher das Zellwachstum hemmt, ebenfalls fir eine anfangliche Hemmung der t-PA-
Produktion verantwortlich ist. Die héhere M-CD-Konzentration hat keinen Einfluss
auf die t-PA-Produktion.
In den Konzentrationen der Aminosauren finden sich nur geringe Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Kulturen (Daten s. Anhang). Die anfangliche Glutaminkonzen-
tration ist in der 92. Stunde von den Zellen der Referenz und Kultur 100 verstoff-
wedhselt. Auch die Alaninkonzentrationen unterscheiden sich in der 66. Stunde nicht.
Allein die Glycin- und die Glutaminkonzentration in der Kultur 75 weicht zu diesem
Zeitpunkt von der der Referenz um 9 bis 13 mg/I ab.
Die Kultur 100 dr Kultivierungsreihe M-CDO1 unterscheidet sich nur in wenigen
Punkten von der Referenz. Es wird eine héhere Ammoniumproduktionsrate festge-
stellt. Zellzahl, Vitalitét, Wadhstum, Proteinkonzentration sowie t-PA-Konzentration
und -Produktion sind vergleichbar. Kultur 75 ist nicht mit der Referenz zu verglei-
chen, ebensowenig mit Kultur 100,
Es werden je Kultur drei Kurzzeit-Scherexperimente durchgefhrt, von Kultur 75 nur
eines. Die ehaltenen Werte werden gemittelt. Da von Kultur 75 jeweils nur ein Wert
vorliegt werden diese Daten zwar aufgefiihrt, aber nicht bewertet.

Uberlebensrate Rs [%] Schubspannung 7 [N/m?]
Referenz Kultur 100 Kultur 75 |Referenz Kultur 100 Kultur 75
Mittelwert 15 23 (8 2,0 2,0 (2,0

Tab. 3.64 Uberlebensrate und Schubspannung von 5-CDO1, () nicht bewertet
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Anderung der/des Referenz Kultur 100  Kultur 75
... Totzell zah! [10° Ze/m] -1 0 (-2)

... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -23 -12 (-25)

... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -24 -11 (-27)

... Vitalitat [%] -36 -43 (-52)

... Ammoniumkonzentration [mg/l] 5 1 (-149

... Proteinkonzentration [mg/l] 8 6 (6)

.. relativen LDH-Wertes[U/] 54 59 (99

Tab. 3.65 gemittedte Analysenwerte von M-CDO0L, () nicht bewertet

Diein Tab. 3.64 dargestellten Uberlebensraten ergeben fir Kultur 100 einen Wert von
23 %. Die Referenz besitzt eine Uberlebensrate von 15 %. Die emittelten Schubspan-
nungen sind identisch (vgl. Tab. 3.64).

In Tab. 3.65 sind die gemittelten Analysenwerte aufgefihrt. Sie zigen fur die Refe-
renz mit der geringsten Uberlebensrate auch die hochste Gesamtzell zahl- und L ebend-
zellzahl- sowie Vitalitdtsabnahme. Gleichwohl ist hier mit 54 U/l der relative LDH-
Wert dem der Kultur 100 vergleichbar. Zu erwarten ist ein hbherer Wert, da die Ab-
nahme der Gesamt- bzw. Lebendzelzahl doppelt so hoch ist. Der dennoch vergleich-
bare Wert lasst einen geringeren LDH-Gehalt in den Zellen der Referenz vermuten.
Kultur 100 besitzt mit einer Lebend- und Gesamtzellzahlabnahme von 12 bzw.
11*10* Zellen pro Millil iter die geringste Abnahme der Zell zahlen.

Die Proteinkonzentration der Referenz ist mit der von Kultur 100 vergleichbar. Die
Anderung der Ammoniumkonzentration ist unwesentlich hoher. Beide Konzentratio-
nen werden nicht durch die M-CD-Zugabe in der Kultivierung von Kultur 100 beein-
flusg.

Die Ergebnisse der Kultivierungsreihe von M-CDO01 sind mit denen wvon f-CDO1
aquivalent, ebenso die Ergebnisse der Kurzzeit-Scherexperimente. Die Uberlebens-
raten sind zwar geringer als die der f-CD-Kulitvierungsreihe, aber auch hier weist die
subgtituierte Kultur die hohere Uberlebensrate auf. Da keine Beeintrachtigung durch
M-CD wahrend der Kultivierung bei einer Konzentration von 100mg/I vorliegt, kann
es in dieser Konzentration als scherreduzierendes Additiv eingesetzt werden. Die
Konzentration von 75 mg/l sollte bei M-CD und f-CD eingehender untersucht wer-
den, was aber den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit Uberschritten hétte.
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3.2.1.5 Fazit der Kurzzeit- und Langzeit-Scherexperimente

Die Anderungen der Uberlebensraten (Aﬁs) und Schubspannungen (A ) ergeben sich
aus der Differenz der Werte der jewellige Referenz und denen der Mediumzusétze.
Sie sind in Tab. 3.66 fir die entsprechenden Additive aufgefuihrt. AufRerdem werden
die absoluten Schubspannungen angegeben.

Konzentration ARs At T
[m/l] [%] [N/’ [N/m]

Gruppel Cholesterin 100 +20 0,0 19
Cholesterin 125 +25 0,0 19

Cholesterin in Vorkultur 100 +16 -0,2 1,8

Cholesterin in Vorkultur 125 +27 -0,2 1,8

Ergosterin 2,5 -6 +0,1 19

Ergosterin 5 +15 0,0 19

Ergosterin 10 -7 -0,1 1,8

Ergosterin 20 -11 -0,1 1,8

Gruppell Cholsdure 25 +44 0,0 19
Cholsaure 50 +26 0,0 19

Cholsaure 75 +15 0,0 19
Deoxycholsdure 4 +36 -0,1 19
Deoxycholsdure 10 +23 -0,1 19

Gruppelll Phosphatidylcholin 25 +14 0,0 1,8
Phosphatidylcholin 50 +3 +0,2 2,0

Testogteron 75 +57° 04 1,9

Testogteron 150 +23’ 04 1,9

Retinol 2,5 +19 0,0 18

Retinol 5 +21 0,0 18

Retinol 10 +35 0,0 1,8

GruppelV p-Cyclodextrin 75 -3 0,0 19
S-Cyclodextrin 100 +29 0,0 19
Methyl-Cyclodextrin 75 -7 0,0 2,0
Methyl-Cyclodextrin 100 +5 0,0 2,0

Tab. 3.66 Fazit der Kurzzeit-Scherexperimente, © Bewertung eingeschrénkt, da keine Referenz

vorhanden
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Konzentration  ARs At T

[my/l] [%]  [N/m?]  [N/m?]

Gruppel Cholesterin 100 +23 0,0 19
Gruppell Cholsaure 25 +56 0,0 19
Cholsaure 50 -10 +0,3 2,3
Gruppelll Phosphatidylcholin 25 -8 -0,1 2,0
Phosphatidylcholin 50 -10 0,0 2,1

Testosteron 75 -1 0,0 2,2
Testosteron 100 -3 -0,1 2,2

Retinol 2,5 -11 +0,4 2,2

Retinol 5 -14 +0,4 2,2

Tab. 3.67 Fazit der Langzeit-Scherexperimente

Fir eine Beurteilung werden die Differenzen der Uberlebensraten in Bezug auf die
jeweilige Referenz in zwei Gruppen eingeteilt (vgl. Tab. 3.66 u 3.67). In Gruppe A
(griine Markierung) ist zum einen eine Differenz der Uberlebensrate & knapp 20%
als besonders vorteil haft anzusehen, da 20 % und mehr Zellen gegentiber der Referenz
Uberleben. In Gruppe B (rote Markierung) ist zum anderen die Differenz unterhalb
von 8 % als besonders negativ anzusehen, weil in desen Fallen das zugesetzte Additiv
zu einer geringeren Uberlebensrate in Beaug zur Referenz fiihrt. Bei den Kurzzeit-
Experimenten fallen demnacdh in die Gruppe A: Cholesterin (100 u 125mg/l), Chole-
sterin in Vorkultur (125mg/l), Cholsdure (25 u 50 mg/l), Deoxycholsdure
(4 u 10 mg/l), eingeschrénkt Testosteron (75 u. 150 mg/l), da keine Referenz vorhan-
den ist und Retinol (2,5, 5 u. 10 mg/l). Bei den Langzeit-Experimenten sind es nur
noch Cholesterin (100mg/l) und Cholsdure (25 mg/l). Zur Gruppe B der Kurzzeit-
Experimente z&len Ergogerin (2,5, 10 u. 20 mg/l), Phosphatidylcholin (50 mg/l), -
Cyclodextrin (75 mg/l) und Methyl-Cyclodextrin (75 u 100mg/l). Fir die Langzeit-
Experimente fallen in die Gruppe B: Cholsdure (50 mg/l), Phosphatidylcholin (25 u
50 mg/l), Testosteron (75 u. 150 mg/l) und Retinol (2,5 u. 5 mg/l). Die verbleibenden
Additive werden keiner Gruppe augeordnet.

Die Zuordnung der Additive in die Gruppen bedeutet fur die Gruppe A, dass eine
Verwendung zur Scherreduzierung in CHO-Zellen erfolgen kann. In der Gruppe B
erzielen die Additive dagegen keine Wirkung und sollten nicht zur Scherreduzierung
verwendet werden.

Die Schubspannungen der Gruppe A ergeben fur die Kurzzeit-Experimente einen
durchschnittlichen Wert von 1,9 N/n?, die der Gruppe B einen durchschnittlichen
Wert von ebenfalls 1,9 N/m?. Firr die Referenz betragt die mittlere Schubspannung in
den Kurzzeit-Experimenten ebenso 1,9 N/m?. Aufgrund der gleichen Schubspannung
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konren sich die unterschiedlichen Uberlebensraten nur aus den verschiedenen Zusit-
zen begrinden.

In den Langzeit-Experimenten treten hbhere Schubspannungen auf, die nicht von allen
Additiven kompensiert werden kénnen. Dazu sind nu Cholesterin und Cholsdure in
der Lage. Bei ihnen ist die Schubspannung 1,9 N/n. Die Schubspannung der Additi-
ve der Gruppe B liegt im Durchschnitt bei 2,2 N/m? und somit wesentlich hoher. Die
mittlere Schubspannung der Referenz in den Langzeit-Experimenten liegt bel
2,0 N/m?. 1st bei den in Gruppe B in den Kurzzeit-Experimenten zusammengefassten
Additiven der Nadhteil der htheren Schubspannungen noch nicht gegeben, so ist dies
bei den Langzeit-Experimenten der Fall. Die Additive der Gruppe B haben im Durch-
schnitt eine hohere Schubspannung gegeniiber der Referenz.

Werden die einzelnen Schubspannungen der Gruppe B in den Langzeit-Experimenten
mit denen der Additive in den Kurzzeit-Experimenten verglichen, so wird ein Anstieg
der Schubspannungen festgestellt. Diese Additive sind bei geringeren Schubspannun-
gen in der Lage eine Scherreduzierung in CHO-Zéllen zu erzielen, konnen aber bei
hoheren Schubspannungen, wie sie in den Langzeit-Experimenten auftreten, dieses
nicht mehr beeinflussen.

Es zeigt sich, dass die Gruppeneinteilung aufgrund dhnlicher Eigenschaften zu ver-
gleichbaren Ergebnissen fuhrt. Dies ist besonders gut anhand Gruppe Il (Gall enséu-
ren) und Gruppe IV (Cyclodextrine) zu erkennen. Eine Ausnahme bildet Gruppe |
(Cholesterin-Ahnliche). Gruppe 111 bildet keine Ausnahme, da die Substanzen dieser
Gruppe augeordnet werden, weil sie a1 keiner der anderen Gruppen gezihlt werden
koénnen und verschiedene Eigenschaften haben.

Die Substanzen der Gruppe |, Cholesterin und Ergosterin, zeigen ein grundlegend
verschiedenes Verhalten, welches sich nicht zuletzt in den Uberlebensraten duRert. Sie
unterscheiden sich in der toxischen Konzentration. Die des Ergosterins ist niedriger,
sie liegt um die 40 mg/l, wéhrend die des Cholesterins zwischen 125 wnd 175mg/I
liegt. Dementsprechend ist die eingesetzte Konzentration des Ergosterins auch gerin-
ger as die des Cholesterins. Trotzdem treten bei den eingesetzten Konzentrationen
von 2,5 und 5mg/l in den Kulturen der Kultivierungsreihe EO3 Abnahmen der Le-
bendzdl zahlen auf. Ebenso tritt eine Verringerung der t-PA-Produktion auf. Eine Er-
héhung der Glukoseverbrauchs- und der Laktatproduktionsrate ist zu bemerken. Bei-
des deutet auf einen toxischen Einfluss durch das eingesetzte Ergosterin hin. Anhand
desim Vorfeld duchgefuhrten Toxizitéatstest ist dies nicht zu erkennen. Die durch die
Kultivierung mit Ergosterin geschwéchten Zellen kénnen in den darauf folgenden
Scherstressversuchen dem Scherstress nicht widerstehen und werden im Gegensatz
zur Referenz und im Gegensatz zu den Zellen der Cholesterin-Kultivierungsreihen
groRenteils zerstort. Die emittelten Uberlebensraten liegen mit 6 bis 11 % unter und
mit 15 % Uber denen der Referenz, wobei die Uberprifung der hochsten Uberlebens-
rate aus zeitlichen Grinden nicht stattfinden konnte. Die Zellen der Cholesterin-
Kulturen dagegen zeigen kein durch toxische Einflisse verandertes Verhalten, son-
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dern sind wahrend der Kultivierung mit der Referenz vergleichbar. Die aigesetzten
Konzentrationen an Cholesterin sind demzufolge nicht toxisch. Sie zigen der Refe-
renz gegenuiber aber auch keinen positiven Vorteil, z.B. ein verbessertes Wachstum
0.& Sie zigen jedoch anhand der Scherstressversuche eine deutliche Steigerung der
Uberlebensraten, die mit 16 ks 27 % Uber denen der Referenz liegen. Die Ergebnisse
mit Cholesterin bestétigen die auvor von Reich (1996, Weidemann (1993 und To-
mecZkowski (1993 ermittelte Senkung der Scherempfindlichkeit durch Cholesterin
auch im proteinfreiem Medium mit einer anderen Zelllinie. Es kann davon ausgegan-
gen werden, dasssich das zugefligte Cholesterin auch bei dieser Zelllinie in die Zell-
membran einlagert und durch diese gewonnene Verstéarkung eine ehohte Scherresi-
stenz azielt werden kann.

Die ebenfalls erwartete Senkung der Scherempfindichkeit ist bei der Kultivierung mit
Ergosterin nicht eingetreten, obwohl es als Cholesterinanaloges in Hefen die gleichen
Voraussetzungen mitbringt. Es ist in den Hefen gleichfalls ein Membranbestandteil,
der die Membran aufgrund seiner starren Struktur versteift. Wahrscheinlich ist die
Ursache der geringeren Uberlebensraten bei Tierzdlen darin begriindet, dassdiese das
Ergosterin nicht in die Membran einbauen koénnen, weil es normalerweise nicht in
ihrem Stoffwechsel vorkommt. Dies erklért aber noch nicht die Hemmung des Zell-
wadstums, sowie die ehohten Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten. Es
kann sein, dassdas Ergosterin als Cholesterin Analoges wegen der dhnlichen Struktur
die entsprechenden Enzyme und Reaktionswege des Cholesterins blockiert und so die
Produktion der aus Cholesterin gewinnbaren Substanzen, wie zB. Steroidhormone,
verhindert bzw. einschrénkt. So wére z.B. die Bildung von Vitamin D beschréankt,
welches fur den Calciumhaushalt der Zelle austandig ist, der eine grof3e Rolle in der
Signaltibertragung spielt (Alberts 1997 und der auch die Scherempfindlichkeit der
Zellen beanflussen kann (Williams et a. 1994 Xiao et a. 1997, Yoshikawa d al.
1997. Auf diesem Wege ware die Zelle in ihrem Stoffwechsel gestort bzw. gehemmt,
was auch im Aminosdurehaushalt auffallen sollte. Werden die entsprechenden Ami-
nosauredaten der Ergosterin-Kulturen betradhtet (s. Anhang), kénren einige Abwei-
chungen zur Referenz festgestellt werden. Die Vermutung, dassdurch das Ergosterin
wichtige Stoffwechselwege blockiert werden, bestétigt sich dadurch.

Eine @nliche Blockierung von Stoffwecdhselwegen ist in Gruppe Il bei Cholsaure
und Deoxycholsdure nicht anzunehmen, da zB. die Lebendzellzahlen nicht im glei-
chen Mal3e von denen der Referenz abweichen, wie das bei Ergosterin der Fall ist.
Diesist vermutlich auf die geringere Ahnlichkeit mit Cholesterin zurtickzuftihren.

Die toxische Konzentration der Cholséure liegt hoher als die des Ergosterins, namlich
zwischen 50 uind 100mg/I, ist aber geringer als die des Cholesterins. Eingesetzt wer-
den 25 und 50mg/l Cholséure. Im Fall der Cholsaure werden fir beide untersuchten
Konzentrationen geringere Ammonium- und Proteinkonzentrationen als in der Refe-
renz gemessen, sowie teillweise ehohte t-PA-Produktionsraten ermittelt. Dies deutet
auf einen Eingriff in den Stoffwechsel der Zellen hin. Fir die geringere Konzentration
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wird gleichzeitig eine geringere Lebendzellzahl festgestellt. Die einfachste Erklérung
dafir ist eine Schadigung der Zellen beim Animpfen der Kultur 25. Dies erklért auch
den darauffolgenden Abfall der Zellzahl. Eine andere mogliche Erklarung kann eine
bei dieser Konzentration vorliegende Dedktivierung zur Zellteilung wichtiger Funk-
tionen sein, z.B. die Verhinderung des Membranaufbaus aufgrund der Cholsdurea-
genschaft Lipide in Lésung zu bringen. Das , bessere” Wachstum der Kultur 50 lasst
sich mit der hoheren Animpfdichte begrinden. Eventuell ist der oben angesprochene
vermutete Effekt konzentrationsabhangig und selbstregulatorisch: D.h. wird eine be-
stimmte Cholsdure-Konzentration Uberschritten, wird die Auslésung dieses Effektes,
hier die Hemmung der Zellteilung, durch die gleiche Substanz verhindert. Die Uber-
prifung dieser Vermutung hétte allerdings den zeitlichen Rahmen dieser Arbeit ge-
sprengt.

Die Ergebnisse der Scherexperimente zigen eine Abhéngigkeit der Scherreduzierung
von der Hohe der Cholsaure-Konzentration. Wird davon ausgegangen, dasssich Chol-
sdure in den Zellmembranen einlagert, wie dies bei Cholesterin der Fall ist, kann bei
einer vermehrten Einlagerung die Zellmembran an Flexibilitét verlieren. Das bedeutet
bei einer Zunahme der Belastung duch Scherstress dass die gewonnene Resistenz
aufgrund der verminderten Flexibilitdt wieder abnimmt. Eine Verminderung der Fle-
xibilitdt ist mit einer Versteifung der Membran gleichzusetzen und kann durch eine
Temperaturabsenkung hervorgerufen werden. Nimmt die Kultivierungstemperatur ab,
so vermindert sich die Beweglichkeit der Molektle innerhalb der Membran (Alberts
1997, Karlson 1994). Der dabilisierende Effekt einer Temperaturabsenkung ist z.B.
bei der Kultivierung von CHO-Zellen beobachtet worden (Reich 1996 und wird in
den Temperaturexperimenten in dieser Arbeit néher untersucht.

Im Vergleich zu Ergosterin hat Cholsaure den Vortell der Ldslichkeit in wassrigen
Medien, einer hdheren toxischen Konzentration, einer geringeren negativen Beeinflus-
sung der Zellen und der Senkung der Scherempfindlichkeit der Zellen. Gegentiber
Cholesterin kann mit einer htheren Senkung der Scherempfindlichkeit und geringerer
Materialkosten aufgewartet werden.

Bei der Kultivierungsreihe von Deoxycholsdure unterscheiden sich die Lebend-
zellzahlen der substituierten Kulturen kaum von der Referenz. Dies ist ein Zeichen,
dassdie Zellteilung durch die Zugabe von Deoxycholsdure nicht eingeschrankt wird.
Andere Stoffwechselwege werden durch die Deoxycholsdure dennoch beansprucht.
So ist z.B. die Proteinkonzentration geringer und de Ammoniumkonzentration teil-
weise hoher sowie die am Versuchsende ezielte t-PA-Konzentration geringer. Eine
geringere Proteinkonzentration (einschlieflich t-PA, welches auch ein Protein ist) be-
deutet eine geringere Konzentration an Botenstoffen (Hormonen) und Enzymen.
Durch die begrenzte Kapazitét der Katalysatoren kénnen funktionsfahige Stoffwech-
selwege beschrankt sein. Diese Beschrankung ist in den substituierten Kulturen bei
Deoxycholséaure nur bei einem untersuchten Parameter zu erkennen. Die Ammonium-
konzentration ist grofdenteils hoher als die der Referenz. Die geringe Proteinkonzen-



3 Ergebnisse und Diskussion 133

tration aul3ert sich ebenfalls in gegenliber hoheren Aminoséure-Konzentrationen der
Referenz. Da weniger Protein hergestellt wird, werden auch weniger Bausteine (Ami-
nosauren) bendtigt. Auf welchem Weg die Deoxycholsdure die Proteinbiosynthese
hemmt kann rur vermutet werden, da tber die Funktionen der Deoxycholsaure im
speziellen wenig bekannt ist.

Eine andere Md&glichkeit um die geringere Proteinkonzentration zu erkléren, ist ein
verringertes Austreten der Proteine aus den Zellen ins Medium. Dies kénnte die Folge
einer veranderten Membranzusammensetzung sein. Eventuell werden vermehrt Lipide
wegen der durch Deoxycholsaure besseren Emulgation in die Membran eingebaut und
weniger Proteincarier, so dass dadurch die Moglichkeit Proteine ins Medium zu
transportieren herabgesetzt ist. Diese Vermutung erklart zwar die hdheren Aminosau-
re-Konzentrationen —weniger Proteincarrier gleich geringerer  Verbrauchan Ami-
nosauren — aber nicht die hbhere Ammoniumkonzentration.

Ebenso wie Cholsdure zigt Deoxycholsdure eine Zunahme der Scherempfindlichkeit
in den substituierten Kulturen bei einer Erhdhung der Konzentration. Es gelten die
gleichen Uberlegungen wie furr Cholsaure (s.0.).

Deoxycholsaure wird in 0,2 M NaOH gelost, was im Gegensatz zur wasserloslichen
Cholsdure ein Nachteil ist. AuRerdem ist die toxische Konzentration geringer. Das
kann die Dosierung aufgrund der geringen Mengen erschweren. Auch ist die t-PA-
Konzentration in den substituierten Kulturen geringer als in der Referenz, wohingegen
bei Cholsdure eine vergleichbare, teilweise hthere t-PA-Konzentration festgestellt
wird. Dies ist ein weiterer Nadteil gegentiber Cholséaure. In den eingesetzten Kon-
zentrationen liegt die Scherreduzierung in einem mit Cholesterin vergleichbaren Be-
reich wohingegen die Wirksamkeit gegentiber Cholsaure geringer ist.

In Gruppe I11 sind die Ergebnisse aur Beeinflussung der Scherempfindlichkeit unein-
heitlich. Das liegt zum einen an den unterschiedlichen biologischen Funktionen der
Substanzen, zum anderen an den unterschiedlichen Strukturen der eingesetzten Stoffe.
Aus diesem Grund sind differierende Ergebnisse ai1 erwarten.

PC als natirlicher Bestandteil der Zellmembran ist nicht wasserldslich und wird in
Ethanol so den Kulturen zugesetzt, dassdie toxische Konzentration zwischen 50 und
100mg/I nicht Uberschritten wird. Die Auswirkungen des PCs auf die Zellen sind de-
nen des Ergosterins dhnlich. In beiden substituierten Kulturen wird eine Zunahme der
Lebendzellzahlen erst in den letzten 24 Stunden des Versuchs verzeichnet. Die
Wadstumsrate und die Vitalitét ist geringer als die der Referenz. Es werden erhdhte
Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten verzeichnet. Dies alles deutet darauf
hin, dassdie Zellen einer Stresssituation ausgesetzt sind. Ethanol als Ursache fir den
chemischen Stress ist unwahrscheinlich, da die toxische Konzentration von 0,6 %
nicht Uberschritten wird. Bei Zellen geringerer Vitalitét, wie in diesem Experiment, ist
ein Einflussnicht auszuschlief3en, da e nicht untersucht wurde. Da die Referenz eine
aquivalente Menge Ethanol enthélt und sich dort die aufgezihlten Phanomene nicht
finden, kann von PC als Verursacher ausgegangen werden.
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Vermutlich wird durch das Uberangebot von PC das Molekill vermehrt in die Zell-
membran eingebaut. Dadurch kénnte, abhangig von der Konzentration, eine Destabili-
sierung der Membran eintreten. Das wirde auch die geringeren kew. geringfiigig ho-
heren Uberlebensraten gegeniiber der Referenz eklaren. Aufgrund einer destabili-
sierten Zellmembran wére auch die Nahrstoffaufnahme tber die Membran erschwert,
womit wiederum das fehlende Zellwachstum und die geringe Vitalitét erklart werden
konrte.

Eine Destabilisierung der Zellmembran ist in den Testosteron-Experimenten nicht
erkennbar. Diese sind jedoch wegen der fehlenden Referenz schwer zu interpretieren.
Gegenlber der Ersatzreferenz kann eine vergleichbare Lebendzellzahl festgestellt
werden. AulRerdem ist eine um einen konstanten Betrag gegentiber der Referenz ge-
ringere Ammonium- sowie Proteinkonzentration zu beobachten. Es tritt eine ehthte
Laktatproduktionsrate in den substituierten Kulturen auf. Die aifgezihlten Unter-
schiede aur Referenz kdnnen die Folge von unterschiedlichen Vorkulturen oder wo-
madglich durch das zugefligte Testosteron bedingt sein. Die im Langzeit-Experiment
ermittelten Daten unterscheiden sich in ihren Werten deutlich von denen des Kurzzeit-
Experiments. Eine geringere Lebendzellzahl und Vitalitét sind in den substituierten
Kulturen schon ab dem ersten Kultivierungstag zu finden. Wobei die geringer substi-
tuierte Kultur aufgrund der niedrigeren Animpfdichte kleinere Zellzahlen als die hther
substituierte Kultur aufweist. Es stellt sich die Frage, welche Daten ausgewertet wer-
den kdnnen: die ohne Vergleichsreferenz oder die, die den in den Toxizitdtsteds er-
mittelten Daten weitgehend widersprechen. Bel den substituierten Kulturen im Lang-
zeit-Experiment wére an toxischer Einfluss aufgrund einer hohen Testosteron-
Konzentration durch eine verkehrte Berechnung denkbar. Daneben kann eine Verun-
reinigung der Grund fir den Vitalitétsabfall und das nicht vorhandene Wachstum sein.
Die im Langzeit-Experiment erhaltenen Ergebnisse aur Scherreduzierung bestdtigen
die ungiinstigen Bedingungen in den substituierten Kulturen. Es werden im Vergleich
zur Referenz keine hoheren Uberlebensraten erzielt. Was beiden Experimenten ge-
mein ist, ist die ehohte Laktatproduktionsrate. Testosteron scheint Einfluss auf den
Stoffwechsel zu haben. Die weiterfihrenden Untersuchungen hétten jedoch das zeitli-
che Limit dieser Arbeit Uberschritten. Es kann rur festgestellt werden, dass sollten die
Ergebnisse der Kurzzeit-Experimente aitreffen, bel einer Konzentration von 75 mg/|
mehr als die Hélfte aller Zellen im Scherexperiment Uberlebt. Dabei wére ein Einbau
von Testogteron in die Zellmembran denkbar, welcher die Membran gegeniiber Scher-
stress s$abilisieren wirde. Auch eine Umwandlung von Testosteron zu Cholesterin ist
madglich. Dieses konnte sich wiederum in die Membran einlagern und ebenfalls ver-
stérkend einwirken.

Retinol als drittes und letztes Additiv dieser Gruppe hat mit der toxischen Konzentra-
tion von 20mg/l die geringste gegeniber 150mg/l bei Testoseron und 50 bs
100mg/l bei PC. Es wird wie letzteres in Ethanol den Kulturen zugesetzt. Im Kurz-
zeit-Experiment zeigen sich keine Einflisse aif die Zellzahlen, jedoch im Langzeit-
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Experiment treten diese am zweiten Tag auf. Die Lebendzellzahlen der substituierten
Kultur weichen in Abhangigkeit der Hohe der Retinol-Konzentration von der Refe-
renz ab. Die hther substituierte Kultur besitzt eine geringe t-PA-Produktionsrate. Wie
beim Testosteron so zeigt sich auch hier der Unterschied zwischen Kurz- und Lang-
zeit-Experiment besonders deutlich in den Uberlebensraten. Sind die Zellzahlen ver-
gleichbar, so wird eine hohere Uberlebensrate der Referenz gegenliber erzielt, wei-
chen die Lebendzellzahlen ab, so zegt sich keine Scherreduzierung mehr.

Da Uber die Re&tionswege von Retinol in der Zellen nur wenig bekannt ist, kann Uber
das Zustandekommen der Schutzfunktion rur spekuliert werden. Eine Einlagerung in
die Zellmembran ist einer Membranstabilisierung nicht forderlich, da das Retinol au-
Ber dem Sechsring keine starre Struktur besitzt. Da es aber as lokaler Mediator in
Zellen fungieren kann, ist eine Beanflussung der Zusammensetzung der Zellmembran
auf diese Weise maglich. Denkbar ist die Aktivierung oder Ausschaltung bestimmiter
zur Membransynthese bendtigter Enzyme. Bei hoheren Konzentrationen scheint diese
Moglichkeit nicht mehr gegeben zu sein. Estritt eventuell eine irreversible Zerstérung
der mit Retinol gekoppelten Enzyme auf oder durch den Ausfall einer grofReren Kon-
zentration an Retinol gekoppelten Enzymen wird der entsprechende Stoffwechselweg
blockiert. Diese Blockierung kdnnte anschlief3end zu einem gehemmten Zellwachstum
und einem Vitalitétsverlust fuhren.

Die in Gruppe 1V zusammengefasden Cyclodextrine zigen eine konzentrationsab-
hangige und unterschiedliche hohe scherreduzierende Wirkung (s. Tab. 3.66). Die
Wirkung des f-CD scheint groR3er als die des M-CD zu sein, da die héher konzen-
trierte Kultur in der Kultivierungsreihe mit M-CD eine doppelt so hohe Uberlebens-
rate besitzt.

Den beiden Kultivierungsreihen gemeinsam ist das nicht vorhandene Wadhstum der
geringer konzentrierten Kulturen. Aus den Toxizitétstests von f-CD und M-CD ist
keine Beeinflussung der Lebendzellzahl und der Vitalitét durch die augesetzten Cy-
clodextrine ekennbar, auch nicht bei htheren Konzentrationen. So kdnnen die Le-
bendzdlzahlen der betroffenen Kulturen nicht durch die aigesetzten Cyclodextrine
verringert sein. Die Kultur 75 der Kultivierungsreihe von M-CD hat von Beginn an
eine geringere Vitalitdt die in Kombination mit der relativ hohen Anfangs-
konzentration des Ammoniums das Zellwachstum hemmt und auch fir einen hbheren
Glukoseverbrauch und eine hohere Laktatproduktion verantwortlich ist. In der Kulti-
vierungsreihe -CD sind die Anfangsvitalitéten der Kulturen vergleichbar. Die von
Kultur 75 ist sogar geringflgig hoher als die der anderen beiden Kulturen. Lebend-
zellzahlen und Vitalitdt sind hbis zur 40. Stunde vergleichbar. Erst danach sind deutli-
che Unterschiede a1 erkennen. Ein plotzliches Komplexieren von Nahrstoffen durch
Cyclodextrin kann ausgeschlossen werden. Zum einen sollten diese Komplexierungs-
vorgange schon zu Beginn der Kultivierung auftreten, zum anderen misden sie auch
bei Kultur 100 zu erkenren sein. Ein eventueller Abbau des Cyclodextrins durch die
Zellen wére denkbar, desseen Abbauprodukte hemmend auf das Zellwachstum einwir-
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ken. Bei einer htheren Konzentration kénnten die Abbauprodukte vom Cyclodextrin
selbst wieder komplexiert werden und so bel dieser Konzentration eine Hemmung des
Zellwachstums verhindern. Dieses Phéanomen sollte auch in den Toxizitétstests scht-
bar sein, tritt dort aber nicht auf. Der Unterschied der Zellzahlen ist in Kultivierungs-
reihe f-CD nicht zu erklaren.

Der Unterschied zwischen f-CD und M-CD liegt in der Loslichkeit der Substanzen.
Die Fahigkeit bestimmte Molekile a1 komplexieren sollte sich bei ihnen nicht unter-
scheiden. Durch diese Fahigkeit sollte eine hohere Vitalitét als die der Referenz in den
substituierten Kulturen erreicht werden. Dies ist nicht der Fall. Dadurch ist die ange-
strebte Erhdhung der Scherempfindlichkeit durch bessere Vitalitét nicht gegeben. In
der Kultivierungsreihe M-CD wird das besonders deutlich, wo die Uberlebensraten
der substituierten Kulturen der der Referenz dhnlich sind. Zu kléren bleibt damit die
gegeniiber der Referenz erhohte Uberlebensrate der Kultur 100 in der Kultivierungs-
reihe -CD. Ein mdglicher Abbau des Molekiils wird ausgeschlossen, da keine Veran-
derungen im Stoffwechselverhalten festgestellt werden. Denkbar ist eine ehdhte
Scherreduzierung aufgrund von in das Scherexperiment verschleppter p-CD-
Molekile. Diese wirden dabei ahnlich wie Stol3dampfer zwischen den einzelnen Zel-
len wirken und auf diese Weise den Scherstress mindern. Dies wirde aich erkléren,
weshalb in Kultivierungsreihe M-CD keine vergleichbare Uberlebensrate festgestellt
werden kann.

In dem angenommenen Fall der Scherreduzierung duch f-CD-Molekile kdnnten

die Cyclodextrine diese die Scherreduzierung nur erzielen, wenn sie unmittelbar im
Medium des Scherexperimentes vorhanden sind. Eine Scherreduzierung duch eine
Erhéhung der Vitalitét ist nicht gegeben. Hierdurch unterscheiden sie sich von den
anderen getesteten Additiven, die die Scherreduzierung indirekt herbeiftihren, indem
sie zB. auf die Zellmembran einwirken.
Anhand der ermittelten Daten zeigen sich nur einige Additive als wirkungsvolle
Hilfsmittel zur Scherreduzierung. Zu diesen zadhlen in Kurzeit- als auch Langzeit-
Experimenten das verwendete Cholesterin und Cholsdure. Im Kurzzeit-Experiment
erweist sich nur Retinol als wirksam. Testosteron konnte ebenfalls ein wirksames Ad-
ditiv sein, aber ohre Referenz fallt die Bewertung schwer. Ebenso kénnte Deoxychol-
sdure auch ein wirkungsvolles Additiv in Langzeit-Experimenten sein, was aus Zeit-
grunden nicht getestet wird.
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3.2.2 Temperaturexperimente

Mit den Additiven Cholesterin, Cholsdure und Retinol werden Temperaturversuche
durchgefuihrt. Dabel werden am zweiten Kultivierungstag, nach der Zellentnahme fiir
die Scherexperimente, die Zellkulturen nicht mehr bei einer Temperatur von 37 °C
sondern bis zum Experimentende bei 31 °C kultiviert. Alle Scherexperimente werden
bei 31°C durchgefiihrt. Es werden dabei die gleichen Konzentrationen wie in den
schon erfolgten Kurz- und Langzeit-Experimenten eingesetzt.

Es wird ein Temperaturversuch mit Cholesterin durchgefuhrt. Die Konzentrationen
betragen 100 wnd 125mg/l. Die emittelten Cholesterin-Konzentrationen in den
Kulturen betragen 5 mg/l in der Referenz, 84 mg/l in Kultur 100 wnd 104mg/l in
Kultur 125 Aufgrund von Bakterieninfektionen sind die Kulturen aus verschiedenen
Vorkulturen angei mpft.

Die Lebendzellzahlen der Kulturen entwickeln sich bis zur 42. Stunde analog (vgl.
Abb. 3.79). Es erfolgt ein Anstieg um 7 bzw. 11*10° Zellen pro Milliliter in Kul-
tur 125 kew. 100. Die Zellen der Referenz durchlaufen in diesem Zeitraum eine Lag-
Phase und erreichen zur 42. Stunde éenfalls 34*10" Zellen pro Milliliter, die selbe
Zellzahl wie Kultur 125 Nacd der 42. Stunde afolgt die Temperaturénderung, wo-
durch die Zunahme der Lebendzellzahl sich in den Kulturen unterscheidet. In Kul-
tur 125 setzt das exponentielle Wacdhstum sofort ein. Es wird zum Kultivierungsende
ein Lebendzellzahlmaximum von 67*10* Zellen pro Milliliter erreicht. Das Wachstum
ist bei der Referenz geringer. Ein Maximum von 60*10" Zellen pro Millil iter wird hier
erreicht. Hingegen tritt nur ein geringer Anstieg der Lebendzdlzahlen auf. Die unter-
schiedlichen Entwicklungen kénnen auf die verschiedenen Vorkulturen zurtickgefthrt
werden. Obwohl sich in den ersten Kultivierungsgunden keine Unterschiede zigen,
ist dennoch eine Differenzierung anhand eines auf3eren Einflusses moglich, wie hier
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Abb. 3.79 Lebendzdlzahl und Vitalitét von CTO1
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Zeit [h] 0 19 42 68 91
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 22 17 02 02
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 125 | -- 1,7 1,7 02 0,2
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 | -- 15 08 03 0,3
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 26 12 -01 0,0
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 125 - 19 14 -01 -01
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 100 - 16 08 02 01

Tab. 3.68 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von CT01

z.B. die Temperaturéanderung. Die Entwicklung der Kultur 125 und der Referenz ist
vergleichbar. Die Abweichung von Kultur 100 beruht auf einer anderen Vorkultur.
Ein toxischer Einfluss von Cholesterin kann aufgrund der schon durchgefiihrten Expe-
rimente ausgeschlossen werden.

Die Wachstumsraten der Cholesterin-Kulturen nehmen im Gegensatz zur Referenz bis
zum Temperaturshift ab (vgl. Tab. 3.69). Nach der Anderung his zur 42. Stunde steigt
die Wachstumsrate der Kultur 200 um 0,04 d bis zum Kultivierungsende. Hingegen
steigt die Rate der Kultur 125 nach dem Temperaturshift auf 0,16 d* an und hélt sich
auf einem relativ konstanten Niveau bis zum Ende. Die Wachstumsrate der Referenz
zeigt einen vergleichbaren Verlauf wie in Kultur 100. Sie steigt nach dem Tempera-
turshift zum Kultivierungsende an. Die Temperaturénderung scheint somit auf alle
Kulturen die gleiche Auswirkung zu haben, ndmlich dassdie Wadhstumsrate ansteigt.
Ob die Anderung allerdings der Ausloser fur diesen Anstieg it, ist fraglich. Nach ei-
ner Phase des geringen Zellwachstums folgt in einer Zellkultivierung bei 37 °C immer
eine Phase des hoheren Zellwadchstums. Nun kann es sin, dassdiese Phase des expo-
nentiellen Wachstums durch den Temperaturshift verringert wird. Das Wachstum w&
re dann bei der weiteren Kultivierung bei 37 °C hoher ausgefallen, weil auch die Ge-
schwindigkeit von Stoff wechselvorgangen durch eine geringere Temperatur verringert
wird. Ein hoheres Wachstum bei 37 °C ist jedoch unwahrscheinlich, werden die
Wadhstumsraten mit denen aus der Kultivierungsreihe LC bei 37 °C verglichen (s.
Tab. 3.11). Im Vergleich zu diesen sind die Wachstumsraten dieser Kultivierungsreihe
hoch und zeigen keine Verringerung durch die geringere Kultivierungstemperatur.
Eine vergleichbare Vitalitét ist in den Kulturen sichtbar (vgl. Abb. 3.79). Die Vitalitét
der Kulturen sinkt bis zur Temperaturanderung um 6 his 14 %. Nach dem Tempera-
turshift wird dieser relativ schnelle und hohe Vitalitatsverlust gebremst. Die Vitalitéat
nimmt in den nchsten 24 Stunden nur noch um maximal 3 % ab, was als im Rahmen
eines Mesdehlers als relativ konstant anzusehen ist. Die Vitalitét der einzelnen Kultu-
ren bleibt bis zum Kultivierungsende konstant. Die konstante Vitalitdt ist auf die
Temperaturénderung zurtickzufiihren. Es wird angenommen, dassdie fur Zellen toxi-
schen Metabolite, wie zB. Ammonium, in geringeren Mengen produziert werden und
so die Zellen weniger schadigen kdnnen.
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Zeit [h] 0 19 42 68 91
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 62 22 10 4
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 86 26 5 3
Kultur 125

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 93 35 3 0
Kultur 100

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 224< 248< 1391 54z

t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 125 -- 2347 2861 87& 143(
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 101 -- 140€ 861 41& 84:<

Wachstumsrate [d™] Referenz -- 0,04 007 0,08 0,15
Wachstumsrate [d™] Kultur 125 -- 012 00C 0,16 0,12
Wachstumsrate [d™] Kultur 100 -- 017 0,01 0,02 0,05

Tab. 3.69 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von CTO1

Die Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten sind in allen drei Kulturen vor
dem Temperaturshift um ein Vielfaches groRer als im Anschluss daran (vgl.
Tab. 3.68). Dabei sind die Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten der Refe-
renz und Kultur 125 bs auf die Raten der 19. Stunde identisch. Die Laktatprodukti-
onsraten der Kultur 100 ist wie ihre Glukoseverbrauchsrate vor dem Shift geringer
bzw. im Anschlusshoher als die von Kultur 125 und der Referenz. Die Abnahme der
Verbrauchs- und Produktionsraten ist ebenfalls auf die Temperaturanderung zuriickzu-
fuhren. Die Stoffwechselvorgange in den Zellen verlangsamen sich wegen der gerin-
geren Temperatur. Es wird vermutet, dassdie Zellen aus diesem Grund die angebote-
nen Energiequellen besser ausnutzen kdnnen, was im Zellwachstum deutlich wird.

Die Ammoniumkonzentration steigt aquivalent bis zum Temperaturshift in allen drei
Kulturen auf 71 s 77 mg/l an. Nach der Anderung der Temperatur bleibt die Kon-
zentration des Ammoniums in den Kulturen relativ konstant. Die Ammoniumproduk-
tionsraten sind wie die Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten vor dem
Temperaturshift um bis zu 30mal hoher als nach der Temperaturénderung (vgl.
Tab. 3.69). Die Raten nrehmen von der 19. zur 91 Stunde &. Auch hier wird der
Stoffwechselweg durch eine geringere Temperatur beeinflusd, d.h. verlangsamt. Es
bestétigt sich hier die Annahme, dassdie gleichbleibende Vitalitét auf die verminder-
te, toxische Metabolitproduktion zurtickzufihren ist.

Die Proteinkonzentrationen der Kulturen sind nicht aufgeftihrt, da die Konzentration
nur in der Referenz eindeutig bestimmt werden kann (s. Kap. 3.2.1.1). Die Protein-
konzentration der Referenz wird vom Temperaturshift nicht beeinflusst und steigt im
Beobachtungszeitraum von 18 auf 43 mg/| an.

Wird die t-PA-Konzentration betrachtet (vgl. Abb. 3.80), so fallen die bis zur 68.
Stunde nur um 1 his 11 % abweichenden Konzentrationen von Referenz und Kul-
tur 125 auf. Die Konzentration der Kultur 100 ist weitaus geringer und betragt am
Ende des Experiments mit 1127ug/l nur 50 % der Endkonzentration der Referenz.
Eine Beeinflusaung der t-PA-Konzentration durch die Temperaturdnderung ist nicht
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Abb. 3.80 Ammonium- und t-PA-Konzentration von CT01

zu erkennen. Hingegen ist eine Auswirkung des Temperaturshifts bei der t-PA-
Produktionsrate esichtlich. Die Produktionsraten vor der Temperaturdnderung his zur
42. Stunde sind hoher als die nach der Anderung. Dies gricht wieder fir eine Ver-
langsamung der Stoffwechselvorgange in den Kulturen. Die Abweichung von Kul-
tur 100 lasst sich durch die Verwendung einer anderen Vorkultur erkldren, die auf
Veranderungen abweichend reajiert.

Nad der Absenkung der Temperatur nach der 42. Stunde sind die Anderungen in den
Aminosaure-Konzentrationen geringer (Daten s. Anhang). Zum Beispiel ist die Ab-
nahme bei Asparaginsdure nicht wie in den 37 °C-Kultivierungsreihen rach der
60. Stunde hoher als zu Beginn (s. Kultivierungsreihen C01, CV, LC), sondern
gleichbleibend. Ebenso nimmt die Konzentration des Asparagins bei 31 °C geringer
ab. Bei Glycin ist auch rur ein geringfligiger Anstieg nach der Temperaturanderung
zu verzeichnen und die Alaninkonzentration bleibt relativ konstant. Bei allen drei
Kulturen wirkt sich die Absenkung der Temperatur auf den Stoffwedhsel aus. Er wird
verlangsamt. Abgesehen davon, ergeben sich durch die unterschiedlichen Zellzahlen
verschiedene Konzentrationen der einzelnen Aminosauren in den Kulturen. So ist das
Glutamin z.B. in der Kultur 100 erst 24 Stunden spéter vollkommen aufgebraucht als
in der Referenz und in Kultur 125

Durch die Temperaturanderung nach der 42. Stunde treten dhnliche Veranderungen
des Zellwachstums in den Kulturen auf. Kultur 100 bldet eine Ausnahme. Aufgrund
der abweichenden Zellzahlen sind her z.B. h6here Aminosdure-Konzentrationen be-
dingt. Die Produktions- und Verbrauchsraten werden bei allen Kulturen durch die
Temperaturénderung beeinflusg. Sie sind rach Absenkung der Temperatur geringer.
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CTOLA | CTO1B CTO1C | CTO1D
31°C Scher- und 37°C 31°C Scher- und 31°C
Kultivierungstemper atur Kultivierungstemper atur
Rs[%] Referenz 24 | 29 30 ; 18
Rs [%] K ultur 125 33 25 13 12
Rs[%] Kultur 100 25 § 33 27 § 27
T [N/m?] Referenz 2.0 2.0 19 21
7 [N/m?] Kultur 125 2,0 2,0 2,3 2,1
T [N/m?] Kultur 104 2,2 | 1,9 2,0 | 2,4

Tab. 3.70 Uberlebensrate und Schubspannung von CTO1

Es werden vier Kurzzet-Scherexperimente fur jede Kultur durchgefuhrt. Zwei Expe-
rimente finden vor dem Temperaturshift, zwei danach statt. In Tab. 3.70 sind die
Uberlebensraten und Schubspannungen der Kulturen vor und nach dem Tempera-
turshift zusammengefasst. Die Uberlebensraten im ersten Abschnitt sind aquivalent.
Die identischen Uberlebensraten des ersten Abschnitts werden durch die vergleichba-
ren Schubspannungen bestétigt. Es zeigen sich nur geringe Unterschiede avischen den
Ergebnissen fur 31 uwnd 37°C Kultivierungstemperatur. Eine Ausnahme bildet Kul-
tur 125. Hier sind die Uberlebensraten im zweiten Experimentaboschnitt mit 12 wnd
13 % deutlich geringer. Dies kann auf das verstéarkte Wachstum in dieser Kultur zu-
rickzufiihren sein. Erhoht sich die Zellzahl in einer Kultur sehr stark, wird viel Ener-
gie in die Zellteilung transferiert und der Zell schutz sowie die Reparatur von besché-
digten Zellen riickt in den Hintergrund. So kann es sin, dassin dieser Kultur trotz
geringerer Kultivierungstemperatur eine verminderte Uberlebensrate festgestellt wird.
Ahnliches wird fir die Referenz bei CT01 D vermutet.

Im zweiten Abschnitt sind die Schubspannungen der Kulturen untereinander nur be-
dingt vergleichbar. So fallen erhthte Werte bei Kultur 125 (CT01 C) und Kultur 100
(CT01 D) auf. Auf die Uberlebensrate hat die Absenkung der Kultivierungstemperatur
keinen Einfluss. Es zagt sich keine Erhdhung duch eine verbesserte Stabilisierung
der Zellmembran. Die Absenkung der Schertemperatur fiihrt zu konstanteren Uberle-
bensraten im Vergleich zu den schon durchgefuhrten Cholesterin-Experimenten, je-
doch zeigt sich auch hier die e@wartete Erhthung der Uberlebensrate nicht.

Referenz | Kultur 125 [Kultur 100
Anderung der/des 31/37 31/31 3137 3131|3137 31/31
... Totzellzahl [10° Ze/ml] 2 -3 1 0 -5 5
... Lebendzell zah! [10* Ze/ml] 21 -34 | -18 -27 | -8 -14
... Gesamtzell zahl [10* Ze/m] -23 37| -17v -27 | -13 -18
... Vitalitéat [%] -3 27| -31 47 | -5 -11
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 2 3 -4 2 10 8
... Proteinkonzentration [mg/l] 20 17 13 6 3 7
... relativen LDH-Wertes[U/I] 179 189 | 87 55 | 46 79

Tab. 3.71 gemittelte Analysenwerte von CTO1
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In Tab. 3.71 sind die gemittelten Analysenwerte getrennt nach Temperaturen aufge-
fahrt. Dabei zeigt sich im zweiten Abschnitt eine hdhere Lebend- und Gesamt-
zellzahlabnahme in allen Kulturen. In den Cholesterin-Kulturen tritt zusétzlich ein
hoherer Vitalitétsverlust auf alsim ersten Abschnitt. Dieser Vitalitétsverlust begriindet
sich in der Absenkung der Kultivierungstemperatur. Es tritt entgegen der obigen Ver-
mutung wahrscheinlich doch eine Versteifung der Membran in den Cholesterin-
Kulturen auf. Durch diese Versteifung wird im Scherexperiment jedoch keine ehthte
Uberlebensrate ezielt, sondern bedeutet im Gegensatz zur Referenz eine geringere
Uberlebensrate. Die geringere Rate wird dadurch bedingt, dass die Membran zu steif
und zu inflexibel ist, um sich im Scherspalt wie die Zellen der Referenz deformieren
zu lassen. So sterben mehr Zellen als in der Referenz und es tritt ein hoherer Vitali-
tatsverlust auf.

Die Anderung der Ammonium- und der Proteinkonzentration wird duch die Ande-
rung der Kultivierungstemperatur nicht beeinflusst. Eine geringe Anderung ist beim
relativen LDH-Wert in den Cholesterin-Kulturen zu verzeichnen, die sich mit einem
unterschiedlichen LDH-Gehalt in den Zellen begriinden lasd. Aufgrund des geringe-
ren Wachstums von Kultur 100 in der Kultivierung konnte bei gleichbleibender Pro-
duktion ein hoherer LDH-Gehalt als in den schnell wachsenden Zellen der Kultur 125
madglich sein.

Werden die eghaltenen Ergebnisse mit denen von Kultivierungsreihe CO7 und CV01
verglichen, so ist eine Abnahme der Uberlebensraten der Cholesterin-Kulturen von
Uber 10 % zu verzeichnen (s. Tab. 3.3 u. 3.7). Gleichzeitig ist die Reproduzierbarkeit
der Uberlebensraten bei niedrigeren Temperaturen groRRer als bei hoheren Temperatu-
ren. Zwischen den Ergebnissen der beiden Abschnitte bestehen keine gravierenden
Unterschiede, sieht man von Kultur 125 ab, deren Verhalten auf das schnelle Zell-
wadstum zurickgefuhrt wird. Es kann davon ausgegangen werden, dass die unter-
suchten Kultivierungstemperaturen unerheblich fir den Ausgang des Scherexperi-
ments sind.
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Das zweite Additiv, Cholsdure, wird im Temperaturexperiment in Konzentrationen
von 25 uind 50mg/| eingesetzt. Die Lebendzellzahlen der Referenz und der Kultur 50
steigen bis zum Temperaturshift in der 44. Stunde gering an (vgl. Abb. 3.81). Nach
der Temperaturénderung ist der Anstieg innerhalb der néchsten 24 Stunden mit 2 bis
4*10* Zellen pro Millil iter ebenfalls gering. Nach der 68. Stunde beginnt in beiden
Kulturen die exponentielle Wachstumsphase. Gegenliber diesem Verhalten nehmen
die Lebendzellzahlen der Kultur 25 bis zum Temperaturshift ab. Danach bleiben die
Zellzahlen der Kultur 25 relativ konstant. Der Effekt, dassdie Abnahme der Zellzah-
len verlangsamt bzw. gestoppt wird, kann auf die Verringerung der Kultivierungstem-
peratur zurtickzuftihren sein. Vermutlich sind geringere toxische Metabolitkonzentra-
tionen dafur verantwortlich. Da die Vitalitét dieser Kultur auch nach der Temperatur-
anderung weiter sinkt (vgl. Abb. 81), kann im besten Fall von einer Verzégerung der
Zellzahlabnahme gesprochen werden. Die Vitalitdt der Referenz sowie der Kultur 50
steigt nach der Absenkung der Temperatur weiter an und bleibt relativ konstant.

Die Wachstumsraten der Kultur 50 und der Referenz steigen im Verlauf des Experi-
ments an, abgesehen vom anfanglichen Abfall von der 18. auf die 44. Stunde bei der
Referenz. Dagegen fallt die Wadhstumsrate der Kultur 25 ks sie durch die Tempera
turdnderung einen voribergehenden Anstieg erfahrt. Zum Ende der Kultivierung fallt
die Wachstumsrate der Kultur 25 wiederum ab. Zu kléren bleibt das abweichende
Verhalten der Kultur 25. Schon in den Kurz- und Langzeit-Experimenten féllt diese
Kultur durch geringere Lebendzellzahlen auf. Ein Einflussder Cholsdure scheint da-
her wahrscheinlich. Denkbar wére bei geringer Cholsdure-Konzentration eine die
Zellteilung hemmende Funktion, die bei einer htheren Konzentration durch eine &«ti-
vierende kompensiert wird. Genauso gut konnten die beobachteten geringen Zellzah-
len auf statistischen Faktoren beruhen, wie zB. einer Schadigung der Zellen beim
Animpfen.
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Tab. 3.81 Lebendzdllzahl und Vitalitat von CHTO1



3 Ergebnisse und Diskussion 144

Zeit [h] 0O 18 4 68 92
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 08 09 03 04
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 -- 14 05 06 04
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 -- 19 08 1,0 0,3
Laktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 15 11 03 01
Laktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50| -- 16 14 01 0,2
Laktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25| -- 15 14 05 01

Tab. 3.72 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von CHTO1

Die Glukoseverbrauchsraten der substituierten Kulturen 25 und 50 &hneln sich in ih-
rem Verlauf (vgl. Tab. 3.72). Sie nehmen wahrend der Kultivierung bei 37 °C im er-
sten Abschnitt um 1,1 mg/d*1 Mio. Ze ab. Nach dem Temperaturshift erfolgt ein ge-
ringfligiger Anstieg. Das bedeutet, die Zellen benttigen in der Phase nach der Tempe-
raturumstellung mehr Glukose als vorher. Der erhdhte Glukoseverbrauch wird von der
68. zur 92. Stunde wieder reduziert. Die Verbrauchsrate nimmt ab und der Verbrauch
normalisiert sich. Die Verbrauchsrate der Kultur 50 ist bis zur 68. Stunde niedriger als
die der Kultur 25. Durch die Erhéhung der Glukoseverbrauchsrate nach der Tempe-
raturanderung scheint diese Anderung Stressauf die Zellen in den substituierten Kul-
turen auszuiiben. Die Glukoseverbrauchsrate der Referenz folgt einer anderen Ten-
denz. Bis zum Temperaturshift bleibt die Rate der Referenz relativ konstant. Nach der
Temperaturénderung sinkt  die  Glukoseverbrauchsrate der Referenz um
0,6 mg/d*1 Mio. Ze. Die Zellen verbrauchen in dieser Phase im Gegensatz zu den
Cholsdure-Kulturen weniger Glukose. Die Verbrauchsrate bleibt nach der Temperatu-
randerung konstant und besitzt einen den substituierten Kulturen vergleichbaren End-
wert.

Die Laktatproduktionsraten dieses Experimentes verhalten sich analog zu denen der
Kultivierungsreihe CTO01 (vgl. Tab. 3.72). Auch hier sind die Raten vor der Anderung
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Abb. 3.82 Ammonium- und Proteinkonzentration von CHTO1
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Zeit [h] 0 18 44 68 92
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 1410 1024 674 725
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 | -- 1500 1000 678 672
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 | -- 837 730 472 770
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 83 45 0 0
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 7 132 8 0
Kultur 50

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 44 62 5 0
Kultur 25

Wachstumsrate [d™] Referenz -- 009 002 004 0,16
Wachstumsrate [d™] Kultur 50 -- 003 003 008 0,15
Wachstumsrate [d™] Kultur 25 -- 0,03 -0,09 0,06 -0,04

Tab. 3.73 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von CHTO1
der Temperatur um ein Vielfaches hdher als danacdh. Sie sinken in allen drei Kulturen
bis zur 68. Stunde um 1,0 his 1,5 mg/d*1 Mio. Ze &. Der Endwert ist in den Kulturen
vergleichbar. Im Gegensatz zur Kurzzeit-Kultivierung bei 37 °C ist die Abnahme der
Laktatproduktions- und der Glukoseverbrauchsraten hoher, was vermutlich durch die
Absenkung der Temperatur bedingt ist.

Die Konzentration des Ammoniums geigt in allen drei Kulturen bis zur 44. Stunde
um 23 ks 32mg/l an (vgl. Abb. 3.82). Dieser Anstieg der Konzentration wird durch
die Temperaturanderung verlangsamt. Die Ammoniumkonzentration sinkt bis zum
Kultivierungsende um 4 bis 9 mg/l. Die emittelte Abnahme ist entweder durch ein
Ausgasen des Ammoniums als Ammoniak bedingt oder beruht auf einem Messfehler.
Die htchste Konzentration nach dem Temperaturshift weist Kultur 50 auf, die niedrig-
ste die Referenz. Die Ammoniumproduktionsraten der Kulturen 25 und 50 nehmen bis
zur Temperaturdnderung zu (vgl. Tab. 3.73). Dies deutet im Gegensatz zu den abneh-
menden Raten in der Referenz auf eine Belastung der Zellen hin. Nach dem Tempe-
raturshift sinken die Raten in allen Kulturen. Dabei sinken die Raten in der Referenz
am schnellsten. Die Abnahme der Ammoniumproduktionsrate ist auf die Absenkung
der Kultivierungstemperatur zurtickzufihren. Die Stoffwechselvorgange werden ver-
langsamt. Dies wird im Vergleich zur Kurzzeit-Kultivierung CHO4 ceutlich (s.
Tab. 3.19), wo die Raten nach ca 60 Stunde nicht unbedingt geringer sein missen.
Die Proteinkonzentration wird duch die Temperaturdnderung nicht beeinflusd (vgl.
Abb. 3.82). Sie steigt in den Cholsaure-Kulturen vergleichbar um 20 mg/l bis zum
Ende des Experiments an. Die Konzentration des Proteins nimmt in der Referenz um
34 mg/l wahrend der Versuchsdauer zu. Sie ist am Kultivierungsende somit hoher als
die der substituierten Kulturen. Auch in der Kurzzeit-Kultivierung bei 37°C ist die
Proteinkonzentration der Referenz hoher als die der substituierten Kulturen. Dies
deutet auf einen Einfluss durch den Cholsdure-Zusatz hin. Eventuell héngt die gerin-
gere Proteinkonzentration mit der vermuteten Hemmung duch Cholsaure bei der
Zéellteilung zusammen.
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Abb. 3.83 t-PA-Konzentration von CHT01

Die t-PA-Konzentrationen der Kulturen steigen bis zur Temperaturénderung deutlich
an (vgl. Abb. 3.83). Dabei ist die htchste Zunahme der t-PA-Konzentration in der
Referenz mit 680ug/l zu verzeichnen. Um 520 g/l nimmt die Konzentration in Kul-
tur 50 und um 330pg/l in Kultur 25 zu. Der Anstieg der Konzentrationen bis zum
Kultivierungsende ist demgegeniber geringer. Er betrégt in der Referenz 370ug/l, in
Kultur 50 250ug/l und in Kultur 25 betragt er 220 pg/l. Die Referenz besitzt am Ende
der Kultivierung die hochste Konzentration an t-PA, die Kultur 25 die niedrigste. Die
t-PA-Konzentration wird durch den Temperaturshift nicht beeintrachtigt.

Die Produktionsraten der Referenz und von Kultur 50 sind aquivalent (vgl.

Tab. 3.73). Sie nehmen im Versuchsverlauf ab. Der Temperaturshift hat ebenfalls kei-
ne unmittelbare Einwirkung auf deren t-PA-Produktionsrate. Die Temperaturanderung
ist aber wahrscheinlich fur die konstante Produktionsrate der beiden Kulturen rach
dem Temperaturshift verantwortlich. Die Produktionsrate der Kultur 25 ist um 400 bs
500ng/d*1 Mio. Ze geringer als die der Referenz und von Kultur 50. Sie sinkt bis zur
68. Stunde der Kultivierung. Im letzten Abschnitt steigt sie im Gegensatz zu der Rate
von Referenz und Kultur 50 an. Dieses kann ebenso auf den Temperaturshift zurtick-
gefuhrt werden wie die Raten von Referenz und Kultur 50 in diesem Abschnitt.
In den Kulturen sind keine relevanten Unterschiede in den Aminosiure-
Konzentrationen zu verzeichnen (Daten s. Anhang). Die Endkonzentration des Gluta-
mins ist in den Cholséure-Kulturen wegen der geringeren Zellzahlen um 9 his 11 mg/|
héher als in der Referenz. Die Konzentrationen der Cholsdure-Kulturen sollten sich
wegen der unterschiedlichen Lebendzélzahlen deutlicher voneinander unterscheiden.
Das dieses nicht der Fall ist, mag auf dem hoheren Verbrauch in Kultur 25 beruhen
und wirde bedeuten, dasseine gestresge Zellkultur vorliegt.
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Aufgrund des Temperaturshifts sind geringere Konzentrationsanderungen, z.B. bei
Glutaminsaure und Glycin, ab der 68. Stunde in allen drei Kulturen vorhanden.

Die Kultur 25 unterscheidet sich von den anderen beiden Kulturen in ihrem Wadhs-
tumsverhalten und in der Lebendzellzahl. Die Ursache dafir kann in einer Hemmung
eines Vorgangs bei der Zellteilung durch Cholsdure liegen. Die Kulturen dieser Kulti-
vierungsreihe unterscheiden sich nicht in Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktions-
rate, sowie in der Ammoniumproduktionsrate. Unterschiede treten im Gegensatz zur
Kurzzeit-Kultivierung bei 37 °C bei der t-PA-Konzentration, jedoch nicht bei der
t-PA-Produktionsrate auf (Kultur 25 ausgenommen). Werden die abweichenden Fak-
toren bei der Betradhtung der Ergebnisse des Scherexperiments beachtet sind die
Kulturen vergleichbar.

Es werden je Kultur vier Kurzzeit-Scherexperimente durchgefihrt, zwel mit einer
Kultivierungstemperatur von 37 °C und einer Schertemperatur von 31 °C und zwei bel
Temperaturen von 31 °C in der Kultivierung und 31°C im Scherexperiment. Die
Uberlebensraten und Schubspannungen der Kulturen sind in Tab. 3.74 aufgefuhrt. Die
Raten der Referenz sind geringer gegenlber denen der Kultur 50. Kultur 50 besitzt
nicht nur die héchsten Raten. Vielmehr sind sie, Uber die vier Experimente betrachtet,
auch die konstantesten. Die Uberlebensraten der Kultur 25 sind teilweise hther und
tellweise geringer als die der Kultur 50 und der Referenz. Dies ist insofern interessant,
als das aufgrund der in der Kultivierung ermittelten Daten der Kultur 25 duchgangig
unglnstigere Ergebnisse au erwarten gewesen wéren, da sie zB. eine hohere Vitali-
tétsabnahme und geringere Zellzahlen aufweist. Die Cholsdure-Zugabe scheint diesen
Nadteil kompensieren zu konnen. Die e@hohten Uberlebensraten der Kultur 25 treten
immer zu den Zeitpunkten auf, zu denen die Lebendzdlzahl wieder gering angestie-
gen ist. Eine ehohte Resistenz gegen den Scherstress aufgrund einer verringerten
Kultivierungstemperatur ist aus den vorliegenden Daten nicht ersichtlich.

Die Schubspannungen der einzelnen Kulturen sind in der zweiten Hélfte des Experi-
ments zu denen der ersten Hélfte &uivalent und unterscheiden sich maximal um
0,1 N/n?.

CHTOLA | CHTO1B CHTO01C | CHTO1D
31°C Scher- und 37°C 31°C Scher- und 31°C
Kultivierungstemperatur Kultivierungstemperatur
Rs[%] Referenz 13 10 11 15
Rs[%] Kultur 50 54 | 48 42 | 76
Rs[%] Kultur 25 60 2 73 5
T [N/m?] Referenz 1,8 | 2,0 1,9 § 2,0
T [N/m? Kultur 50 2,0 2,1 21 2,0
T [N/m? Kultur 25 1,9 i 1,9 1,8 2,0

Tab. 3.74 Uberlebensraten und Schubspannungen von CHT01
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Referenz Kultur 50 [Kultur 25
Anderung der/des 3137 31/31 |31/37 3131|3137 3131
... Totzell zah! [10° Ze/m] 0 0 -3 -2 3 1
... Lebendzell zah! [10* Ze/ml] -18  -26 | -11 -10 | -14 -18
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -18 -26 | -14 -12 | -6 -17
... Vitalitat [%] -50  -47 -7 12 -39 -29
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 10 13 7 -5 -5 -7
... Proteinkonzentration [mg/l] 8 8 8 15 7 8
.. relativen LDH-Wertes[U/l] 58 53 30 103 | 30 64

Tab. 3.75 gemittelte Analysenwerte von CHTO1

Die Anderungen der Lebendzellzahl ist bei der Referenz mit der Anderung der Ge-
samtzellzahl in beiden Versuchsabschnitten identisch (vgl. Tab. 3.75). Beide sind im
ersten und zweiten Versuchsabschnitt hoher als bei den substituierten Kulturen. Dies
driickt sich auch in den Uberlebensraten aus. Auch die Anderungen der Vitalitét, der
Protein- sowie Ammoniumkonzentration und des relativen LDH-Wertes sind in den
beiden Abschnitten bei der Referenz &uivalent. Wobei die Anderungen der Vitalitat
und der Ammoniumkonzentration ebenfalls hoher als die der substituierten Kulturen
sind. Die Anderung der Proteinkonzentration ist der der substituierten Kulturen ver-
gleichbar. Die Anderung des relativen LDH-Wertes ist im Vergleich zu den Scherex-
perimenten der substituierten Kulturen mit der Kultivierungstemperatur von 37 °C
hoher, im Vergleich zu denen mit der Kultivierungstemperatur von 31 °C aber gerin-
ger. Die Kultivierungstemperatur hat demnach bei den substituierten Kulturen einen
Einfluss auf die Anderung des relativen LDH-Wertes. Aus den ermittelten Daten geht
fur die Referenz hervor, dassdie Senkung der Kultivierungstemperatur von 37 °C auf
31 °C keinen Einflussauf die Uberlebensrate bzw. auf die Anderung der untersuchten
Parameter hat.

Werden die beiden Abschnitte in den substituierten Kulturen verglichen, so fallen die
bis auf einige Ausnahmen vergleichbaren Werte auf. Bei Kultur 50 (berwiegen die
vergleichbaren Werte. Diese beruhen alle auf den Zellzahlen und bestimmen damit
auch die Uberlebensrate, welche somit ebenfalls vergleichbar ist (s. Tab. 3.75). In
dieser Hinsicht hat die Temperaturénderung keinen Einflussauf die Scherexperimen-
te. Ein Einfluss zeigt sich aber in den Anderungen der ermittelten Parameter. Bei der
Kultivierungstemperatur von 31 °C zeigt sich eine geringere Anderung der Ammoni-
umkonzentration und eine hohere Anderung der Proteinkonzentration sowie des rela-
tiven LDH-Wertes. Die auch im Vergleich zur Referenz hohere Anderung des relati-
ven LDH-Wertes kann aufgrund einer Versteifung der Zellmembran und der daraus
resultierenden geringeren Flexibilitdt der Zellen bedingt sein. Bei einer verminderten
Flexibilitét ist die Wahrscheinlichkeit héher, dass die Zellmembran beschadigt wird.
Durch diese Beschadigungen konnen die LDH-Molekile ais der Zelle in das Medium
gelangen. It die Beschadigung gering, kann sie repariert werden, so dasseine Erho-
hung der Totzell zahl nicht unbedingt die Folge sein muss. Jedoch kann auch eine Er-
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héhung des LDH-Gehaltes in den Zellen die Ursadhe firr die ehohte Anderung sein.
Fur Kultur 25 glt in Bezug auf die Anderung des relativen LDH-Wertes die gleiche
Annahme.

Die ehohten Anderungen der Zellzahlen von Kultur 25 im zweiten Abschnitt sind
vermutlich durch die abnehmende Vitalitéat der Kultur wahrend der Kultivierung be-
dingt. Im Vergleich zur Referenz sind diese Anderungen jedoch immer noch geringer.
Die im Gegensatz zur Erhohung der Zellzahlanderungen abnehmende Anderung der
Vitalitét spricht fir eine verbesserte Wirkung der Cholsdure bei geringerer Kultivie-
rungstemperatur. Dagegen spricht die Erhéhung des relativen LDH-Wertes. Die An-
derung der Ammonium- und der Proteinkonzentration zeigt bei Kultur 25 keine Ver-
anderung durch den Temperaturshift wahrend der Kultivierung.

Die Cholsdure-Kulturen zeigen gegeniber der Referenz eine Erniedrigung der
Scherempfindlichkeit der Zellen, wie im Kurzzeit-Experiment bei 37 °C (s. Tab. 3.20
u. 3.21). Dies wird anhand der ermittelten Zellzahlen deutlich. Gleichzeitig sind die
Uberlebensraten der substituierten Kulturen gegeniiber der Referenz in der vorliegen-
den Versuchsreihe vier- bis siebenmal hoher. Im 37 °C-Kurzzeit-Experiment sind sie
eineinhalb- bis zweimal hoher als die der Referenz. Die Scherempfindlichkeit hat
demnach ungeféhr um das Dreifache dgenommen.

Ein Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Scherempfindlichkeit der Referenz
ist nicht erkennbar, dahnlich wie im Temperaturexperiment mit Cholesterin (s. Tab.
3.71). Dagegen zeigen sich Einflisse der Kultivierungstemperatur auf die substituier-
ten Kulturen, z.B. beim LDH-Wert.

Die Kultivierungstemperatur hat in diesesm Experiment nur einen geringen Einfluss
auf die Scherempfindlichkeit der Zellen. Im Gegensatz zur Temperatursenkung im
Scherexperiment. Die Uberlebensraten der substituierten Kulturen sind im Verhaltnis
zur Referenz bei niedriger Schertemperatur hoher. Eine Erhthung der Uberlebensrate
der Referenz kann im Vergleich zum Kurzzet-Experiment bei 37 °C nicht festgestellt
werden. Dieses beruht vermutlich auf der Verwendung einer anderen Vorkultur.
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Als drittes und letztes Additiv wird Retinol in einem Temperaturexperiment auf
seine scherreduzierenden Eigenschaften getestet.

In allen drei Kulturen ist eine Reduzierung der lebenden Zellen zu beobachten (vgl.
Abb. 3.84). Bis zur 44. Stunde sinken die Lebendzdlzahlen wvon 27 bzw.
32*10* Zellen pro Millil iter auf 16 bzw. 10*10* Zellen pro Millil iter ab. Nach dem
Temperaturshift erfolgt ein geringer Anstieg der Zellzahl. Gemeinsam ist ebenfalls der
darauffolgende eneute Abfall der Lebendzellzahl der Kulturen. Eine Schadigung
durch Retinol in den substituierten Kulturen wird ausgeschlossen, da aim einen der
Abfall der Lebendzellzahl auch in der Referenz auftritt und zum anderen auch in der
Kurzzeit-Kultivierung bei 37 °C keine derartige Schadigung auftritt (s. Tab. 3.68). Die
Zellen der Kulturen scheinen von Beginn an geschadigt zu sein, eventuell durch eine
langere Dauer des Zentrifugiervorganges oder eine Zentrifugation bei hoherer Dreh-
zahl. Der Anstieg der Zellzahl nach der 44. Stunde bzw. die Verlangsamung des
Zellabsterbens ist auf die Temperaturdnderung zurtickzufihren. Die Vorgange, die
zum Absterben der Zellen fuhren, werden verlangsamt. Zum Beispiel kdnnten die
schon durch die Zelllyse anderer Zellen freigesetzten Proteasen die Membranproteine
der intakten Zellen nur verlangsamt beschédigen.

Bei der Betrachtung der Wachstumsrate der Kulturen zeigt sich eine steigende Ten-
denz bis zur 68. Stunde (vgl. Tab. 3.77). Die Absterbegeschwindigkeit verlangsamt
sich. Zum Ende der Kultivierung nmmt die Wachstumsrate in allen drei Kulturen
noch einmal deutlich ab. Die Temperaturdnderung nach der 44. kann das Absterben
nur verzogern, jedoch nicht verhindern. Dies liegt an den bereits freigesetzten toxi-
schen Zellmetaboliten, die wegen der geringeren Temperatur nur verlangsamt auf die
Zellen einwirken kdnnen.
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Abb. 3.84 Lebendzdlzahl und Vitalitét von RTO1
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Zeit [h] 0 20 44 68 93
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze|] Referenz - 16 18 02 12
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 - 18 24 04 12
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5 - 18 14 05 09
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 16 18 0,7 07
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 - 18 26 08 08
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 2,5 - 16 15 08 05

Tab. 3.76 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von RTO1

Die Vitalitéten der drei Kulturen sinken im Experimentverlauf ab (vgl. Abb. 3.84). In
den substituierten Kulturen ist nach der Temperaturanderung eine geringe Vitalitats-
zunahme im Gegensatz zur Referenz zu beobachten. Diese ist wie auch der geringe
Anstieg der Lebendzdlzahl und der Wadhstumsrate auf die Temperaturanderung zu-
rickzufihren. Da sich die Totzellzahl wegen der verlangsamten Wirkung der toxi-
schen Metabolite nur gering bzw. gar nicht andert, kann auch die Vitalité gering zu-
nehmen.

Die Glukoseverbrauchsraten nehmen in der Referenz und in Kultur 5 his zur 44.
Stunde au, wohingegen sie in Kultur 2,5 abnehmen. Die Glukoseverbrauchsraten sind
direkt nach der Temperaturanderung um ein Vielfaches geringer als bei der Kultivie-
rung bei 37 °C (vgl. Tab. 3.76). Dies konnte auch schon in den Temperaturversuchen
von Cholesterin und Cholsdure festgestellt werden und beruht auf verlangsamten
Stoffwechselvorgangen. Die Verbrauchsrate steigt in allen Kulturen nech dem Abfall
zum Kultivierungsende auf einen vergleichbaren Wert an. Das ist wiederum ein Hin-
weis auf eine Schadigung der Zellen in allen Kulturen, da bei durch unglnstige Be-
dingungen die Zellen gestresg werden und mehr Glukose verbrauchen. Das Verhalten
der Laktatproduktionsraten ist dem der Glukoseverbrauchsraten ahnlich (vgl.
Tab. 3.76). Nach einem Anstieg der Werte in der Referenz und der Kultur 5 zur 44.
Stunde und gleichbleibenden Produktionsraten in Kultur 25 sind die Werte direkt nach

Zeit [h] 0O 20 44 68 93
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz | -- 696 1323 1176 792
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 5 -- 539 1096 1131 222
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 | -- 484 575 0 827
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 40 18 0 69
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze] -- 10 88 38 73
Kultur 5

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 10 91 6 7
Kultur 2,5

Wachstumsrate [d™] Referenz -- -0,35 0,00 0,04 -0,14
Wachstumsrate [d}] Kultur 5 -- -040 -0,16 0,15 -0,14
Wachstumsrate [d™Y] Kultur 2,5 -- -0,13 -0,22 0,01 -0,16

Tab. 3.77 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von RTO1
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Abb. 3.85 Ammonium- und Proteinkonzentration von RTO1

dem Temperaturshift um ein Vielfaches geringer. Sie bleiben bis zum Ende der Kulti-
vierung (relativ) konstant. Ebenso wie bei den Glukoseverbrauchsraten beruht die
Abnahme der Laktatproduktionsraten auf den durch die geringe Temperatur verlang-
samten Stoffwe chselvorgangen.

Die Ammoniumkonzentrationen der Kulturen steigen bis zur 44. Stunde (vgl.

Abb. 3.85). Nadh der Anderung der Kultivierungstemperatur bleiben die Ammonium-
konzentrationen der Referenz und von Kultur 2,5 relativ konstant, was als Auswir-
kung der Temperatursenkung zu betrachten ist. Im Gegensatz dazu steigt die Ammo-
niumkonzentration der Kultur 5 nach dem Temperaturshift im gleichen Mal3e weiter
wie a1 Beginn der Kultivierung. Dies lasg auf einen Einfluss des Retinols shlief3en,
wie @ auch im Langzeit-Experiment zu erkennen ist (s. Tab. 3.54). Deutlich zu erken-
nen ist das Verhalten der Kulturen an den Produktionsraten des Ammoniums (vgl.
Tab. 3.77). Bis zur Anderung der Temperatur steigen die Produktionsraten der substi-
tuierten Kulturen, was vermutlich durch die Wirkung des Retinols auf die ge-
schwéchten Zellen bedingt ist. Die Rate der Referenz sinkt in diesem Zeitraum. Nach
dem Temperaturshift sinken die Werte der Ammoniumproduktionsraten in allen drei
Kulturen um ein Vielfaches ab. Der erneute Anstieg der Produktionsraten ist wie der
Anstieg der Glukoseverbrauchsraten ein Zeichen fur die geschédigten Zellen in den
Kulturen.
Die Proteinkonzentrationen der Kulturen werden durch die Temperaturénderung nur
gering bednflusst (vgl. Abb. 3.85). Der Anstieg der Konzentration in den nédchsten 24
Stunden nach der Senkung der Temperatur ist geringer als vor der Temperaturénde-
rung. Die Konzentration nimmt innerhalb der nachsten 24 nur um 1 bis 3mg/l zu.
Danach ist das Verhalten der Referenz und Kultur 5 ihrem Verhalten vor dem Tempe-
raturshift dhnlich. Die Proteinkonzentration der Kultur 2,5 @ndert sich im letzten Kul-
tivierungsabschnitt nicht. Dies kann eine verminderte Zelllyse in Kultur 2,5 und dem-
entsprechend eine geringere Freisetzung an intrazelularem Protein bedeuten.
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Abb. 3.86 t-PA-Konzentration von RT01

Die Konzentrationen des t-PAs werden in der Referenz und in Kultur 5 nicht von der
Anderung der Temperatur beeinflusg (vgl. Abb. 3.86). Die Konzentration in Kul-
tur 2,5 bleibt nach dem Temperaturshift von der 44. zur 68. Stunde konstant. Dies
kann auf einen Einfluss der Temperaturabsenkung beruhen oder es kénnte ein Mess-
fehler vorliegen. Dain den Experimenten mit Cholesterin und Cholséaure kein Einfluss
der Kultivierungstemperatur auf die t-PA-Konzentration festzustellen ist, ist in diesem
Versuch ein Messfehler die wahrscheinlichere Ursache der gleichbleibenden t-PA-
Konzentration von Kultur 2,5. Die Konzentrationen der Retinol-Kulturen sind ver-
gleichbar und um die Halfte geringer als die der Referenz. Hier zeigt sich der Einfluss
des Retinols, wie @ auch in der Kurzzeit-Kultivierung und teilweise im Langzeit-
Experiment festzustellen war (s. Abb. 3.59 u. 3.72). Auch die Produktionsraten der
substituierten Kulturen sind geringer als die Produktionsraten der Referenz. Eine Aus-
nahme bildet die Produktionsrate der 93. Stunde von Kultur 2,5, die in der 68. Stunde
aufgrund der wahrscheinlich durch einen Messfehler zu gering ermittelten Konzentra-
tion sehr hoch ausféllt. Die Produktionsraten steigen his zur Temperaturdnderung an.
Durch die Absenkung der Temperatur bleiben sie die néchsten 24 Stunden relativ kon-
stant und sinken zum Kultivierungsende ab. Bei Kultur 2,5 kann dieser Abfall nicht
festgestellt werden, da die au gering ermittelte Konzentration die Produktionsraten
sowohl der 68. as auch der 93. Stunde beeinflusst. Die Produktionsraten werden
durch die Temperatursenkung beeantradtigt.

Die Aminosaure-Konzentrationen unterscheiden sich vorwiegend in der Konzentrati-
on des Glutamins (Daten s. Anhang). In der Referenz ist die vorhandene Konzentrati-
on bis zur 93. Stunde auf 39 mg/l gesunken. In Kultur 2,5 und 5 betrégt die Glutamin-
konzentration mit 57 und 65mg/l fast das Zweifache der Konzentration der Referenz.
Dies lasg fur die Retinol-Kulturen auf einen verringerten Verbrauch schlief3en, der
vermutlich durch das Retinol verursadit ist. Die Alaninkonzentrationen der Kultur 2,5
und 5 kbnnen in der Mesaung nicht von denen des Arginins getrennt werden,
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RTO1A i RT01B RT01C
31°C Scher- und 37°C 31°C <cher- und 31°C
Kultivierungstemper atur K ultivierungstemperatur
Rs[%] Referenz 36 ; 35 17
Rs [%] K ultur 5 13 19 35
Rs[%] Kultur 2,5 45 § 44 25
T [N/m? Referenz 2,0 2,0 19
7 [N/m? Kultur 5 2,0 1,9 2,3
T [N/m?] Kultur 2,5 2,0 | 2,1 2,2

Tab. 3.78 Uberlebensrate und Schubspannung von RTO1

so dass eine eindeutige Bestimmung der Konzentration nicht erfolgen kann. In den
Konzentrationen der anderen Aminosauren unterscheiden sich die Kulturen nicht.

Es werden je Kultur drei Kurzzeit-Scherexperimente durchgefiihrt, zwei bei 37 °C
Kultivierungstemperatur und eines bei 31 °C Kultivierungstemperatur. Die Schertem-
peratur betragt bei allen Experimenten 31 °C. Die Uberlebensraten und Schubspan-
nungen sind in Tab. 3.78 zusammengefasd. Dabei zeigt sich, dassallein Kultur 5 mit
35 % im zweiten Abschnitt eine hohere Uberlebensrate gegenliber der des ersten Ab-
schnitts aufweist. Die hohe Uberlebensrate der Kultur 2,5 im ersten Abschnitt kann
mit der teillweise htheren Vitalitdt und der geringeren Abnahme der Lebendzellzahl
gegeniiber den anderen Kulturen begriindet werden. Diese lassen eine geringere Sché-
digung vermuten, was eine hthere Scherresistenz gegenliber den anderen Kulturen
bedeutet. Ebenso kénnte die hohere Uberlebensrate der Kultur 5 im zweiten Abschnitt
durch kurzzeitig verbesserte Kultivierungsbedingungen zurtickzufiihren sein, die sich
auch in einer geringen Zunahme der Lebendzellzahl und der Vitalitdt wahrend der
Kultivierung auf3ern. Auch kénnte bei einer geringeren Kultivierungstemperatur der
Einfluss des Retinols in der hher konzentrierten Kultur auf die in Kap. 3.2.1.4 ange-
sprochene Deéktivierung bzw. Blockierung von Enzymen zurlickgehen. Auf diese
Weise kann die Beeinflussung der Membranzusammensetzung bzw. -synthese durch
Retinol in den Vordergrund riicken und der schadigende Einfluss von Retinol nimmt
ab. Die geringere Uberlebensrate im ersten Abschnitt ist daraufhin vermutlich durch
den schadigenden Einflussder hohen Retinol-Konzentration bedingt.

Referenz Kultur 5 |Kultur 2,5
Anderung der/des 3137 3131|3137 31/31|31/37 3131
... Totzell zahl [10° Ze/m] -6 1 3 1 -4 0
.. Lebendzell zah! [10* Ze/ml] 20 -21 | -16 -12 | -8 -16
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] 26 -21 | -13 -12 | -11  -16
... Vitalitat [%] -13 42 | 46 -26 | -11  -31
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 5 3 -2 0 9 0
... Proteinkonzentration [mg/l] 16 12 12 8 2 11
.. relativen LDH-Wertes[U/l] 121 105 | 104 56 | 35 94

Tab. 3.79 gemittelte Analysenwerte von RTO1
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Die Abnahme der Uberlebensraten der Referenz ist wahrscheinlich durch die abneh-
mende Vitalitdt wahrend der Kultivierung bedingt. Bei abnehmender Vitalitdt kann
von einer Schadigung der Zellen und damit auch von einer erhdhten Scher-
empfindlichkeit ausgegangen werden.

Verglichen mit den Werten von RO3 kis RO5 (s. Tab. 3.51) sind die Uberlebensraten
der Retinol-Kulturen im Verhdltnis zur Referenz gesunken. Das Verhdltnis betréagt bei
R0O3 ks RO5 dbs 1,7- bis 1,8-fache. Hier betrégt es bei gleicher Kultivierungstempe-
ratur von 37 °C das 1,3-fache bei Kultur 2,5 und bei Kultur 5 nur ein Drittel bzw. die
Hélfte des Wertes der Referenz. Nach der Senkung der Kultivierungstemperatur steigt
das Verhdltnis auf das 1,5- bis 2,1-fache des Wertes der Referenz an. Eine Absenkung
der Kultivierungstemperatur scheint somit einen Einfluss auf das Verhdltnis der
Uberlebensraten untereinander zu haben.

Gut zu erkennen ist die Abnahme der Uberlebensraten der Referenz und von Kul-
tur 2,5 in Abschnitt zwei durch die Anderung der Vitalitéat (vgl. Tab. 3.79). Die Vita-
litét der Referenz zeigt eine Abnahme von 29 % (A Vitdlitét =-13 % - -42 %) die der
Kultur 2,5 eine von 20% (A Vitalitat = -11% - -31 %) bei der Anderung der Kulti-
vierungstemperatur von 37 °C auf 31 °C. Die Vitalitéat der Kultur 5 nmmt dagegen
um 20% (A Vitalitdt = -46% — -26 %) zu, dies hat einen Einfluss auf die Uberle-
bensrate.

Die dhnliche Anderung des relativen LDH-Wertes bei der Referenz deutet auf eine
vergleichbare Abnahme der Zellzahlen der Referenz bei 37 kew. 31 °C hin. Aus die-
sem Grund differieren die relativen LDH-Werte der Kultur 2,5 und die der Kultur 5
bei 37 und 31°C. In Kultur 5 ist der relative LDH-Wert bei 31 °C Kultivierungstem-
peratur geringer, genau wie die Abnahme der Zellzahlen. Bei Kultur 2,5 verhélt es
sich umgekehrt.

Die Anderung der Ammonium- und der Proteinkonzentration ist nicht abhéngig von
der Kultivierungstemperatur und ist bis auf das Scherexperiment 31/37 der Kultur 2,5
bei allen Versuchen vergleichbar. Die Abweichungen bestétigen die hohere Uberle-
bensrate dieser Kultur im Scherexperiment 31/37. Dass die Ammoniumkonzentration
zunimmt deutet auf intakte Zellen hin und die geringe Zunahme der Proteinkonzen-
tration l&sg nur eine geringe Zelll yse vermuten.

In diesem Experiment sind die Uberlebensraten gegeniiber denen des Kurzzeit-
Experiments bei 37 °C nicht erhoht (s. Tab. 3.51), genau wie dies im Temperaturexpe-
riment mit Cholsaure der Fall ist (s. Tab. 3.74). Dies ist vermutlich auf die Verwen-
dung einer anderen Vorkultur zuriickzufihren. Im Gegensatz zu den 37 °C Kurzzeit-
Experimenten erhoht sich aber das Verhaltnis der Uberlebensraten der substituierten
Kulturen zur Referenz. Die Verringerung der Schertemperatur scheint hier Einfluss zu
nehmen. Eine Verringerung der Kultivierungstemperatur zeigt dagegen, aul3er bel
Kultur 5, keine positive Wirkung.
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3.2.2.1 Fazit der Temperatur-Scherexperimente

In Tab. 3.80a sind die Differenzen der Uberlebensraten (Aﬁs [%]) der Additive und
der Schubspannungen (At [N/m?]) zusammengefass. Sie berechnen sich aus dem
Unterschied der Werte der jeweiligen Referenz und dem der Additive. AulRerdem ist
die absolute Schubspannung aufgefihrt.

Konzentration ARs AT

[m/l] [%] _ [N/m?] [N7m2]
Gruppel Cholesterin
Kurzzeit-Experiment 100 +19 0,0 19
Kurzzeit-Experiment 125 +19 -0,1 1,8
Temperatur-Experiment 37 °C/31 °C 100 +2 +0,1 2,1
_Temperatur-Experiment 31°C/31°C_ [ 100 3102 22 .
Temperatur-Experiment 37 °C/31 °C 125 +2 0,0 2,0
Temperatur-Experiment 31 °C/31 °C 125 -11 +0,2 2,2
Gruppell Cholsdure
Kurzzeit-Experiment 25 +44 0,0 19
Kurzzeit-Experiment 50 +26 -0,1 19
Temperatur-Experiment 37 °C/31 °C 25 +20 0,0 19
_Temperatur-Experiment 31°C/31°C_ [ 25 .. 126 01 . 19
Temperatur-Experiment 37 °C/31 °C 50 +40 +0,2 2,1
Temperatur-Experiment 31 °C/31 °C 50 +49 +0,1 2,1
Gruppelll Retinol
Kurzzeit-Experiment 2,5 +22 0,0 1,8
Kurzzeit-Experiment 5 +24 0,0 1,8
Temperatur-Experiment 37 °C/31 °C 2,5 +11 +0,1 2,1
_Temperatur-Experiment 31°C/31°C__ | 25 703 22 .
Temperatur-Experiment 37 °C/31 °C 5 -20 0,0 2,0
Temperatur-Experiment 31 °C/31 °C 5 +18 +0,4 2,3

Tab. 3.80a Fazit der Temperatur-Experimente
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Es ist festzustellen, dassdie Schubspannungen in den Temperaturexperimenten ho-
her sind als bei 37 °C Schertemperatur. Als Ursache kann eine ehthte Viskositét an-
genommen werden. Dies ergibt sich aus der Tatsache, dasszum einen die Viskositéat
von Flussigkeiten mit der Temperatur zunimmt und zum anderen daraus, dasssich die
Zellmembran bei geringerer Temperatur zunehmend versteift, so inflexibler wird und
auf diese Weise ebenfalls die Viskositét mit herabsetzt. Es herrscht bei einer Scher-
temperatur von 31 °C nach den ermittelten Schubspannungen also eine hohere Bela-
stung fiir die Zellen. Dieses wirkt sich auf die Uberlebensraten aus. In Bezug auf die
Scherexperimente bei 37 °C sind die Uberlebensraten der substituierten Kulturen ge-
ringer. Die Uberlebensraten der jeweiligen Referenz sind in den Temperaturexperi-
menten ebenfalls geringer, als fur die 37 °C Scherexperimente (s. Tab. 3.7, 3.20, 3.51
u. Tab. 3.70, 3.74, 3.78). Dieses entspricht nicht den Erwartungen und widerspricht
den Literaturangaben (Ludwig et al. 1992Reich 1996. In Anlehnung an Duve bzw.
Karlson soll die Festigkeit der Zellmembran bei sinkender Temperatur zunehmen,
wodurch das Ausmal3 der Membranzerstérung durch die auftretenden Scherkréfte ver-
ringert wird (Duve 1989Karlson 1994). Dieses trifft in den hier durchgeftihrten Expe-
rimenten nicht zu.

Eine immer noch hohe Uberlebensrate gegentiber der Referenz weisen die Cholsiure-
Kulturen auf, die nach der Einteilung aus Kap. 3.2.1.5 griin markiert sind. Die anderen
getesteten Additive areichen keine um mindestens 20 % hohere Uberlebensrate als
die jewellige Referenz und sind der Einteilung nach rot markiert. Die getesteten Ad-
ditive sind demzufolge nicht gedgnet, die ésolute Uberlebensrate der Zellen bei einer
Schertemperatur von 31 °C zu erhdhen.

Da die absoluten Uberlebensraten aufgrund der erhohten Schubspannungen rur
schwer zu vergleichen sind, werden die Verhaltnisse der Uberlebensraten der substi-
tuierten Kulturen zur Referenz berechnet. Aus Tab. 3.80b lasst sich erkennen, dassdas
Verhdltnis in den Cholesterin-Experimenten mit geringerer Kultivierungs- und Scher-
temperatur abnimmt. Dies konnte durch die versteifende Wirkung des Cholesterins

37°CI37°C" | 37°C/31°C" | 31°C/31°C

Cholesterin

Rs (K ultur 100/ Rs (Referenz) 1,6 1,1 05
Rs (K ultur 125/ Rs (Referenz) 1,8 | 1,1 i 1
Cholsdure

Rs (K ultur 25)/ R (Referenz) 2 2,6 3
Rs (Kultur 50)/ Rs (Referenz) 1,6 4,3 4,5
Retinol

Rs (Kultur 2,5)/ Rs (Referenz) 1,9 1,3 0,7
R (Kultur 5)/ Rs (Referenz) 2,4 0,4 2,1

Tab. 3.80b Verhaltnis der Uberlebensraten bei verschiedenen Temperaturen
"K ulti vierungstemperatur/Schertemperatur
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auf die Zellmembran zuriickzufiihren sein. Mdglicherweise ist diese bei einer Scher-
und Kultivierungstemperatur von 37 °C fir die Zellen vorteilhafte Versteifung bei
Absenkung der Temperatur von Nadteil. Die Membran wird zusétzlich durch die
Temperaturabsenkung weiter versteift. Auf diese Weise kann die Zellmembran nicht
mehr flexibel genug auf aul3ere Einfliisse reagieren und so leichter zerstort werden.
Das Verhdltnis der Uberlebensraten fiir Cholsaure nimmt mit sinkenden Temperatu-
ren zu. Das Additiv verhdlt sich demnach nicht wie Cholesterin, sondern beeinflusd
die Zellen auf einem anderen Weg. Es wird angenommen, dass die Cholsdure die
Membranzusammensetzung beeinflusd, indem sie die L6slichkeit bestimmter Lipide
erhdht. Bei geringerer Temperatur scheint sich daraufhin die Membranzusammenset-
zung in Abhéngigkeit der Cholsdure-Konzentration derart zu verédndern, dass eine
erhdhte Scherresistenz festgestellt werden kann.
Wird das Verhdltnis der Uberlebensraten von Retinol betradhtet, so kann in beiden
Féllen von einer Abnahme bei der Absenkung der Temperatur ausgegangen werden,
wenn der Wert 0,4 nicht beachtet wird. Retinol fungiert in der Zelle als lokaler
Mediator. Es kénnte damit wie Cholsdure die Zusammensetzung der Zellmembran
beeinflussen. Dieser Effekt nimmt bei Retinol dagegen mit abnehmender Temperatur
ab. Die abweichenden Tendenzen zur Cholsdure kdnnen mit der anderen Struktur und
der damit anderen Funktionsweise des Retinols erklart werden.
Angesichts der bei Cholesterin und Retinol abnehmenden Verhaltnisse der Uberle-
bensraten zur Referenz ist ein Einsatz dieser Additive in den getesteten Konzentratio-
nen bei einer Temperaturabsenkung auf 31 °C nicht vorteilhaft. Cholsaure dagegen
zeigt eine positive Auswirkung auf die Uberlebensraten der substituierten Kulturen bei
einer Absenkung der Temperatur auf 31 °C.
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3.2.3 Kombinationsexperimente

Es werden zwei Kombinationsexperimente durchgeftihrt. Aufgrund der natirlichen
Funktion der Cholsdure, die Lipidaufnahme zau erméglichen, wird diese in Kombinati-
on mit den Lipiden Cholesterin und Phosphatidylcholin eingesetzt. Das erste Experi-
ment kombiniert 125mg/l Cholesterin mit 25 bzw. 50 mg/l Cholsdure. Im zweiten
Experiment werden 50 mg/l Phosphatidylcholin mit 25 bzw. 50 mg/l Cholsdure au-
sammen eingesetzt.

Die substituierten Kulturen mit Cholsdure und Cholesterin durchlaufen bis zur 37.
Stunde eéne Lag-Phase (vgl. Abb. 3.87). Sie areichen ein Lebendzdlzahlminimum
von 22*10* Zellen pro Milliliter in der 37. Stunde. Erst danach erfolgt ein weiterer
Anstieg der Lebendzéelzahl bis zu einem Maximum in der 85. Stunde von der Kultur
mit 125mg/lI Cholesterin und 50mg/I Cholsdure (Kultur 50) sowie in der 62. Stunde
in der Kultur mit 125mg/l Cholesterin und 25mg/l Cholsaure (Kultur 25). Die Le-
bendzdlzahl der Referenz steigt kontinuierlich wéhrend des Experiments und erreicht
in der 85. Stunde den Hochstwert. GrolRere Abweichungen der Lebendzellzahlen zwi-
schen den einzelnen Kulturen sind richt vorhanden. Die augefligten Additive haben
keinen Einfluss auf die Lebendzellzahlen. Das geringe Wachstum ist durch die Vor-
kultur bedingt.

Der Verlauf der Wachstumsraten der Referenz und von Kultur 50 ist dhnlich (vgl.
Tab. 3.82). Die Wadhstumsraten der Referenz und der Kultur 50 erfahren nach einem
Abfall zur 37. Stunde einen Anstieg zur 62. Stunde. Zum Kultivierungsende nehmen
sie wiederum ab. Die Wete von Kultur 50 sind geringer. Eine Ausnahme bildet die
Rate der 85. Stunde. Die Wadhstumsrate der Kultur 25 steigt stetig bis zur 62. Stunde
an. Aufgrund des gationdren Zellwachstums ist die Wachstumsrate in der 85. Stunde
gleich Null. Wegen der vergleichbaren Lebendzdlzahlen sind auch die Wachstums-
raten vergleichbar.
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Abb. 3.87 Lebendzellzahl und Vitalitét von CHCO1
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Zeit [h] 0 12 37 62 85
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 15 16 08 05
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 501 - 1,1 15 09 0,6
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 251 - 19 18 0,7 05
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 24 17 07 02
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 - 18 16 07 0.2
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 - 23 18 06 02

Tab. 3.81 Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsrate von CHCO1

Die Vitalitdten der Kulturen sinken bis zur 62. Stunde & (vgl. Abb. 3.87). In der letz-
ten Phase der Kultivierung steigen die Vitalitdten in allen drei Kulturen mit bis zu 7%
gering an. Die hochste Vitalitét besitzt in der 85. Stunde die Referenz, die niedrigste
die Kultur 50. Der anfangliche Abfall in der Vitalitét in allen Kulturen ist auf die Lag-
Phase der Zellen zuriickzufihren. Diese brauchen Zeit, um sich an die neue Umge-
bung zu adaptieren. Die &hangig von der zugesetzten Cholsdure-Konzentration ge-
ringeren Vitalitdten in den substituierten Kulturen kénnen nicht eindeutig auf die au-
gesetzte Cholsdure aurtickgefuhrt werden.

Die Glukoseverbrauchsraten der Referenz und der Kultur 50 nehmen von der 12. auf
die 37. Stunde a1, wohingegen sie in Kultur 25 abnehmen (vgl. Tab. 3.81). Im weite-
ren Verlauf sind die Raten der Kulturen dhnlich, was dafir spricht, dasskein toxischer
Einfluss durch die augesetzten Additive besteht. Die Laktatproduktionsraten der Refe-
renz und von Kultur 25 sind wahrend des Versuchsverlaufs aguivalent (vgl.
Tab. 3.81). Die Werte der Laktatproduktionsrate der Kultur 50 sind aufgrund der ge-
ringeren Glukoseverbrauchsrate in den ersten 37 Stunden um 0,1 his
0,6 mg/d*1 Mio. Ze niedriger als die von der Referenz und Kultur 25. Von der 62. bis
zur 85. Stunde sind die Produktionsraten mit denen der Referenz und Kultur 25 ver-
gleichbar. Die Zellen der drei Kulturen befinden sich in der Adaptionsphase, wie sich
auch an der Vitalitét (s. Abb. 3.87) feststellen l&sd. Sie verbrauchen deswegen mehr
Glukose und produzieren mehr Laktat.

Zeit [h] 0O 12 37 62 85
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz  |-- 2090 676 0 558
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 |-- 1513 1930 564 1670
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 [-- 2195 1306 478 558
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze] -- 82 104 30 12
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [pg/d*1 Mio. Z€] -- 62 61 60 55
Kultur 50

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Ze] -- 72 93 40 39
Kultur 25

Wachstumsrate [d™] Referenz -- 0,26 0,03 014 0,03
Wachstumsrate [d™] Kultur 50 -- 0,00 -0,05 0,20 0,09
Wachstumsrate [d™] Kultur 25 -- -0,04 0,02 0,16 0,00

Tab. 3.82 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von CHCO1
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Abb. 3.88 Ammonium- und t-PA-Konzentration von CHCO1

Die Ammoniumkonzentrationen der substituierten Kulturen nehmen zum Experi-
mentende linea zu (vgl. Abb. 3.88). Dabei erhdht sich die Konzentration in Kultur 25
um 52 mg/l und in Kultur 50 um 54 mg/l. Die Konzentrationszunahme in der Referenz
erfolgt um 47 mg/l. In den substituierten Kulturen ist die Konzentration zum Ende des
Experiments gegeniiber der Referenz gering erhdht, was jedoch kein eindeutiger Hin-
weis auf einen toxischen Einfluss der zugefiigten Additive ist. Die Ammoniumpro-
duktionsrate der Kultur 50 ist wadhrend des Experiments nahezu konstant (vgl.
Tab. 3.82). Die Produktionsraten der Referenz und von Kultur 25 fallen nach einem
Anstieg von der 12. auf die 37. Stunde im weiteren Verlauf der Kultivierung ab. Dabei
sind in den ersten 37 Stunden die Produktionsraten der Kultur 25 geringer. In den
nachsten 58 Stunden ist es umgekehrt. Im ersten Kultivierungsabschnitt bis zur 37.
Stunde sind die Raten der substituierten Kulturen geringer, im zweiten Abschnitt sind
sie hoher als die der Referenz. Dieser Effekt konnte schon in der Kultivierungsreihe
von CV beobachtet werden (s. Tab. 3.6). Telweise ist er auch in den Cholsaure-
Experimente zB. bei Kultur 25 aufgetreten (s. Tab.3.19 u. 3.23). Die Erhdhung der
Produktionsrate beruht demnach sowohl auf der zugesetzten Cholsdure als auch auf
dem Cholesterin.

Die eindeutige Bestimmung der Proteinkonzentration ist nur in der Referenz mog-
lich, da der Cholesterin-Gehalt das Messergebnis verfalscht (Daten nicht gezegt).

Die t-PA-Konzentration in den substituierten Kulturen tUbersteigt ab der 37. Stunde die
der Referenz (vgl. Abb. 3.88). Bis zum Kultivierungsende betragt die Konzentration
in der Referenz 518ug/l, in Kultur 50 1114ug/l und in Kultur 25 760ug/l. Die
t-PA-Produktionsraten der substituierten Kulturen liegen Uber denen der Referenz
(vgl. Tab. 3.82). Eine Ausnahme bildet die Rate in der 12. Stunde von Kultur 50. Dies
ist wahrscheinlich durch das zugesetzte Cholesterin bedingt, da sowohl in den Kurz-
zeit-Experimenten als auch im Langzeit-Experiment der gleiche Effekt festgestellt
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werden kann (s. Abb. 3.38, 3.40 u. 3.42). Das Cholesterin beenflusd demnach die
t-PA-Produktion positiv. Die Produktionsraten der drei Kulturen zeigen alle einen
Anstieg in der letzten Phase der Kultivierung.

Die Konzentrationen der Aminoséuren unterscheiden sich zwischen den Kulturen nur
geringflgig (Daten s. Anhang). Dies lasst sich durch die vergleichbaren Lebend-
zellzahlen der Kulturen erklaren.

Trotz daniger Unterschiede wie zB. bei der Ammonium- oder bei der t-PA-

Produktionsrate lassen sich die Kulturen vergleichen. Die Abweichungen in Bezug auf
die Referenz sollten keine Auswirkungen auf die Scherempfindlichkeit der Zellen
besitzen.
Es werden je Kultur vier Kurzzeit-Scherexperimente durchgefihrt. Die gemittelten
Uberlebensraten und Schubspannungen sind in Tab. 3.83 zusammengefasd. Es fallt
auf, dassbei vergleichbaren Schubspannungen die substituierten Kulturen mit 45 %
die hochsten Uberlebensraten aufweisen. Sie sind um 7 % hoher als die der Referenz.
Als Ursadhe der geringeren Uberlebensrate von 11 % im zweiten Scherexperiment der
Referenz bei einer geringen Schubspannung von 1,7 N/m? (Daten nicht gezeigt) wird
das hohere Zellwachstum der Referenz wahrend der Kultivierung vermutet. Bei die-
sem wird die gesamte Energie der Zellen zur Teillung verwendet, so dass die Zellen
die Scherbelastungen schlechter kompensieren konnen.

Bei ungeféhr gleicher Schubspannung widerstehen die Zellen der substituierten
Kulturen den Scherbelastungen besser als die der Referenz. Dies wird anhand der Vi-
talitdtsabnahme in Tab. 3.84 besonders deutlich. Die geringsten Abnahmen verzeich-
nen die substituierten Kulturen. Trotz der hohen Uberlebensraten werden viele Zellen
in diesen Kulturen geschadigt, wie an den in Bezaug auf die Referenz hohen relativen
LDH-Werten zu erkennen ist. Wie stark diese Zellen geschadigt sind ist nicht zu er-
kennen. Anschlief3ende Kultivierungen mit diesen Zellen kénnen darlber Aufschluss
geben, werden aber aus Zeitgriinden nicht durchgefuhrt. Eine andere Erklérung fir die

Referenz Kultur 50 Kultur 25
Uberlebensrate Rs [%] 38 45 45
Schubspannung 7 [N/m?] 1,9 1,9 1,9
Tab. 3.83 Uberlebensrate und Schubspannung von CHCO1

Anderung der/des Referenz  Kultur 50 Kultur 25
.. Totzellzahl [10" Ze/ml] -1 -2 -2

... Lebendzell zahl [10° Ze/ml] -12 -13 -14
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -14 -15 -16
... Vitalitat [%] -22 -13 -11
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 3 4 6

... Proteinkonzentration [mg/l] 14 14 12

.. relativen LDH-Wertes[U/] 107 177 155

Tab. 3.84 gemittelte Analysenwerte von CHCO1
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hohen Anderungen der relativen LDH-Werte in den substituierten Kulturen kann ein
erhdhter LDH-Gehalt in den Zellen dieser Kulturen sein.

Die Anderung der Ammonium- und der Proteinkonzentration ist vermutlich auf-

grund der dhnlichen Anderungen der Zellzahlen in allen Kulturen vergleichbar und
gibt keinen Aufschluss tiber das Uberlebensverhalten der Zellen der verschiedenen
Kulturen.
Die emittelten Uberlebensraten sind mit denen der Kultivierungsreihe des Choleste-
rins zu vergleichen (s. Tab. 3.3). Das ist aufgrund der positiven Beanflussung des
Cholesterins auf die Zellen wahrend der Kultivierung richt unerwartet. So wird z.B.
die t-PA-Produktivitdt sowie die Produktionsrate des Ammoniums in der zweiten
Halfte des Experiments erhoht. Die Uberlebensraten der Cholsiure-Experimente wer-
den nicht erreicht. Wahrscheinlich kann die Cholsdure wegen des ebenfalls vorliegen-
den Cholesterins ine Wirkung zur Scherreduzierung an den Zellen nicht entfalten.
Wenn es als Cholesterin-Analoges, wie dieses reagieren kann und die Zelle die Aus-
wahl zwischen dem Original (Cholesterin) und dem Ersatz (Cholsdure) hat, wird im-
mer erst das Original aufgebraucht werden, da die Enzyme und Re&tionswege auf
dieses besser abgestimmt sind. Deswegen ist die Wirkung der Cholséure in Gegenwart
von Cholesterin zu vernachlassigen.

Die Kultivierung in Kombination von Cholesterin und Cholséure fahrt nicht zur Ad-
dition ihrer Uberlebensraten. Die Reproduzierbarkeit der Uberlebensraten in Kombi-
nation von Cholsaure und Cholesterin ist hther als die in den Experimenten mit den
separat zugesetzten Substanzen. Dies kann von Vortell sein, wenn eine gleichbleiben-
de Uberlebensrate notwendig ist.



3 Ergebnisse und Diskussion 164

Im zweiten Kombinationsexperiment werden Cholsaure und Phosphatidylcholin
zusammen eingesetzt. Wie schon an den Lebendzellzahlen ersichtlich, unterscheiden
sich die Referenz und Kultur 25 (50 mg/l Phosphatidylcholin und 25mg/lI Cholséure)
deutlich von Kultur 50 (50 mg/l Phosphatidylcholin und 50mg/l Cholséure) (vgl.
Abb. 3.89). Die Lebendzdlzahlen dieser beiden Kulturen durchlaufen bis zur
19. Stunde eine Lag-Phase und zeigen danach einen Anstieg der Lebendzellzahlen.
Das Maximum liegt bei beiden Kulturen mit 48*10° Zellen pro Milliliter in der
77. Stunde. Die Lebendzellzahlen der Kultur 50 nehmen im Verlauf der Kultivierung
dagegen rur um 11*10* Zellen pro Milliliter zu und erreichen einen Héchstwert von
29*10* Zellen pro Milliliter in der 94. Stunde. Es kann nicht auschlieRlich an der
geringen Vitalitdt der Kultur 50 liegen, dass die Lebendzellzahlen rur langsam zu-
nehmen. Wie im Kurzzet- sowie im Langzeit-Experiment von PC festgestellt werden
konnte, beeinflusst PC das Zellwachstum. Dieser Effekt ist bei hoherer Konzentration
grofer (s. Abb. 3.55 u 3.58).

Aufgrund der unterschiedlichen Lebendzdlzahlen differieren die Wachstumsraten
der Kulturen (vgl. Tab. 3.86). Die Raten der Referenz und von Kultur 25 sinken nach
einem anfanglichen Anstieg zum Ende &. Im Gegensatz dazu steigt die Rate der
Kultur 50 nach anfénglichem Absinken zum Kultivierungsende an.

Die Referenz besitzt in der Kultivierung von Beginn an die hdchste Vitalitét in Be-
zug auf die substituierten Kulturen (vgl. Abb. 3.89). Die Vitalitét der Kultur 25 geigt
im Versuchsverlauf von 56 auf 66 % an, wohingegen die der Kultur 50 konstant
bleibt. Schon zu Beginn der Kultivierung zeigen die verschiedenen Vitalitéten, dass
wahrend des Ansetzens der Kulturen Zellen vermehrt in den substituierten Kulturen
absterben, was sich auch in der geringeren Lebendzellzahl gegenliber der Referenz
ausdriickt. Dassdieses Absterben in beiden substituierten Kulturenund nicht in der
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Abb. 3.89 Lebendzdlzahl und Vitalitét von CHPCO1
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Zeit [h] 0 19 43 77 94
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 08 09 08 04
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 -- 09 15 10 03
Glukoseverbrauchsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 251 -- 11 15 09 03
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Referenz - 12 10 04 -01
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 - 17 16 06 -01
L aktatproduktionsrate [mg/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 - 17 16 05 -01

Tab. 3.85 Glukoseverbrauchs- und L aktatproduktionsrate von CHPCO1
Referenz auftritt, ist vermutlich Zufall. Eine denkbare Ursache konnte ein gering ab-
weichender Arbeitsmodus beim Einfullen der Zellen sein.

Die Glukoseverbrauchs- und Laktatproduktionsraten der substituierten Kulturen sind
von der 19. bis zur 77. Stunde hoher als die der Referenz (vgl. Tab. 3.85). Dies ist
durch die geringeren Zellzahlen bedingt und vermutlich durch den Einfluss des PCs
verursacht. Ahnlich hdhere Wate konnten schon im Kurzzeit-Experiment von PC
beobadhtet werden (s. Tab. 3.32). Die hohere Verbrauchs- bzw. Produktionsrate
gleicht sich zum Versuchsende der Referenz an.

Die Ammoniumkonzentrationen der Kulturen erlangen in der 77. Stunde ihren Ma-
ximalwert (vgl. Abb. 3.90). Schon zum Kultivierungsbeginn unterscheiden sich die
substituierten Kulturen um +8 his +9 mg/l von der Referenz. Diese Differenz zeigt
sich auch in der 77. Stunde beim Erreichen des Maximalwertes. Die anschlief3ende
Abnahme der Konzentration ist entweder auf ein Ausgasen des Ammoniums als Am-
moniak oder auf einen Messfehler zurlickzuftihren. Die Ammoniumproduktionsraten
der Kulturen nehmen wahrend der Kultivierung ab. Eine Ausnahme bilden die esten
beiden Werte von Kultur 50. Die Produktionsraten der einzelnen Kulturen unterschei-
den sich zum einen in der Hoéhe und zum anderen in der Abnahmegeschwindigkeit. In
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Zeit [h] 0 19 43 77 94
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Referenz -- 321 674 943 311
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 50 -- 446 843 877 745
t-PA-Produktionsrate [ng/d*1 Mio. Ze] Kultur 25 -- 912 838 693 38
Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] - 118 21 22 0
Referenz

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] - 54 81 55 0
Kultur 50

Ammoniumproduktionsrate [ug/d*1 Mio. Zeg] -- 152 84 2 0
Kultur 25

Wachstumsrate [d™] Referenz -- -0,02 0,25 0,00 -0,12
Wachstumsrate [d™] Kultur 50 -- 0,17 -0,04 0,04 0,06
Wachstumsrate [d™] Kultur 25 -- -0,02 0,18 0,15 -0,08

Tab. 3.86 Ammonium- und t-PA-Produktionsrate und Wachstumsrate von CHPCO1

den substituierten Kulturen kdnnen hbhere Werte ds in der Referenz festgestellt wer-
den. Dies zeigt eine Belastung der Zellen im Gegensatz zur Referenz, die vermutlich
durch eines der Additive verursacht wird. Anhand der einzelnen Experimente kann
jedoch keine Zuordnung dieses Einflusses erfolgen. Die Produktionsraten nehmen in
der Kultur 25 am schnellsten in der Kultur 50 am langsamsten ab, was fir Kultur 25
fur eine nachlassende und fur Kultur 50 fir eine lang andauernde Belastung spricht.

Die Proteinkonzentrationen der drei Kulturen sind wahrend der Beobachtungszeit
vergleichbar (vgl. Abb. 3.90). In Kultur 50 wird trotz der geringeren Lebendzellzahlen
die gleiche Konzentration an Protein ermittelt, wie in den anderen beiden Kulturen.
Dies gricht entweder fir eine Freisetzung durch Zelllyse, was auch die nicht steigen-
den Lebendzellzahlen erklaren wirde oder eine vermehrte Proteinproduktion.

12004 —MW— Referenz

—@— 50 mg/l Cholsaure
+ 50 mg/l Phosphatidylcholin
25 mg/l Cholsaure
+ 50 mg/l Phosphatidylcholin
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\
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Abb. 3.91t-PA Konzentration von CHPCO1
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Im Gegensatz zur Proteinkonzentration ist die t-PA-Konzentration in den einzelnen
Kulturen unterschiedlich (vgl. Abb. 3.91). Die geringste Konzentration weist Kul-
tur 50 auf. Hier betrdgt die Endkonzentration 684 ug/l. Die Endkonzentration der
Kultur 25 ist mit 690 g/l mit der von Kultur 50 aquivalent. Die Konzentrationen der
Kultur 25 liegen jedoch von der 19. bis zur 77. Stunde um 56 ks 158 ug/l hoher als
die der Kultur 50. Die t-PA-Konzentrationen der substituierten Kulturen nehmen line-
ar zu. Die Konzentration in der Referenz nimmt demgegeniiber exponentiell zu. Es
wird eine Endkonzentration von 1132ug/l erreicht. Die geringeren Konzentrationen in
den substituierten Kulturen sind bei Kultur 50 auf die geringen Lebendzellzahlen und
bei Kultur 25 vermutlich auf den Einflussdes PCs zurtickzuftihren, wenn mit den Er-
gebnissen der Kurz- und Langzeit-Experimente des PCs verglichen wird (s. Abb. 3.57
u. 3.60).

Die t-PA-Produktionsraten der substituierten Kulturen sind ks zur 43. Stunde hoher
als die der Referenz, nehmen aber wie diese a1m Kultivierungsende ab. Die anfangs
hoheren Raten kdnnen ebenfalls durch eine vermehrte Zelllyse der Zellen in den sub-
stituierten Kulturen gegeniiber der Referenz eklart werden.

Die Aminosaure-Konzentrationen der Referenz und von Kultur 25 sind vergleichbar
(Daten s. Anhang). Die Konzentrationen der Kultur 50 weichen aufgrund der geringe-
ren Lebendzdlzahlen von diesen ab. So erreichen die einzelnen Aminoséuren ihre
Konzentrationsmaxima und -minima est zu spéteren Zeitpunkten.

Die Kulturen dieser Kultivierungsreihe unterscheiden sich in folgenden Punkten deut-
lich. Die substituierten Kulturen besitzen eine anfanglich hohe Glukoseverbrauchs-
und Laktatproduktionsrate und eine geringere Vitalitét Gber die gesamte Beobadr
tungszeit als die Referenz. Kultur 50 erreicht nur geringe Lebendzellzahlen. Die
Wadhstumsrate ist gering und steigt nur langsam. Die Konzentrationen der Aminosau-
ren sind daraufhin zu spéteren Zeitpunkten hoher als die der Referenz. Die Kultu-
ren 25 und 50 besitzen eine anfanglich hdhere t-PA-Produktionsrate in Bezug auf die
Referenz. Aufgrund dieser Differenzen ist ein Vergleich zwischen Kultur 50 und den
anderen beiden Kulturen in den Kurzzeit-Scherexperimenten rur unter Beaditung des
jeweiligen Zustandes moglich.

Es werden drei K urzzeit-Scherexperimente durchgefiihrt. Die Uberlebensraten und
Schubspannungen sind in Tab. 3.87 zusammengefasst. Es ergibt sich dabel eine
Uberlebensrate von 13 % fir die Referenz und von 17 % fir Kultur 25. Die in der
Kultivierungsreihe emittelte Ahnlichkeit der Referenz und der Kultur 25 Heibt hier
fur die Uberlebensraten weiter bestehen. Die Schubspannungen der Kulturen differie-
ren mit 1,9 N/m? firr die Kultur 50 sowie Referenz und mit 1,8 N/n? fiir Kultur 25 nur
gering. Dieser geringe Unterschied kdnnte auch der Grund fir die um 4 % hohere
Uberlebensrate der Kultur 25 gegeniiber der Referenz sein.

Die Uberlebensrate der Kultur 50 ist mit 32% unerwartet hoch. Wie schon in
Experimenten mit PC und Cholséure festgestellt werden konrte, bedeutet ein gerin-
ges Zellwachstum nicht unbedingt eine geringe Uberlebensrate. Zwei verschiedene
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Referenz Kultur 50 Kultur 25
Uberlebensrate Rs [%] 13 32 17
Schubspannung 7 [N/m?] 1,9 1,9 1,8
Tab. 3.87 Uberlebensrate und Schubspannung von CHPCO1

Anderung der/des Referenz Kultur 50 Kultur 25
... Totzell zah! [10° Ze/m] -1 -1 -2

... Lebendzell zahl [10* Ze/ml] -25 -15 -18
... Gesamtzell zahl [10* Ze/ml] -26 -16 -20
.. Vitalitat [%] -47 -26 -35
... Ammoniumkonzentration [mg/l] 0 5 -1
... Proteinkonzentration [mg/l] 11 17 14

.. relativen LDH-Wertes[U/] 116 93 39

Tab. 3.88 gemittelte Analysenwerte von CHPCO1

Erklarungen sind fir dieses Phanomen denkbar. Einerseits kénnte die hohere Uberle-
bensrate darauf beruhen, dass aufgrund von ungiinstigen Bedingungen und geringer
Vitalitdt vermehrt die Enzyme aur Reparatur der Zellen vorhanden sind. Diese kdnnen
dann die im Scherexperiment auftretenden Schaden schnell reparieren, ohne dassdie
Zelle es ihre Produktion initiieren musste. Auf diese Weise wére eine hohere Uber-
lebensrate moglich. Andererseits haben die Zellen in Kulturen mit geringem Zell-
wadstum die gleiche Energie air Verfiigung wie die Zellen schneller wachsender
Kulturen. Da sie diese Energie nicht zur Zellteilung verwenden, kdnnen sie sie in an-
deren Bereichen einsetzen, bspw. zur Aufrechterhaltung des Schutzes der Zellen. Auf
diese Weise wéren die Zellen im Scherexperiment ebenfalls resistenter as shnell
wadhsende Kulturen.

In Tab. 3.88 zdgen die Anderungen der Lebend- und Gesamtzellzahl, dass diese
Zellzahlen in Kultur 50 in Bezaug auf die beiden anderen Kulturen nur gering abneh-
men. Auch die Vitalitét sinkt nur um 26 % gegeniiber einer Abnahme um 47 % in der
Referenz und um 35 % in Kultur 25. Kultur 50 zegt die gréf@e Zunahme der Ammo-
niumkonzentration auf. Das bedeutet, dassdie Zellen, neben dem durch die Re&tion
auf den Scherstress produziertem Ammonium, wahrend des Scherexperiments in der
Lage sind, Stoffwechsel zu betreiben. Die avischen der Referenz und der Kultur 25
liegende Differenz bei der Anderung des relativen LDH-Wertes kann durch einen un-
terschiedlichen LDH-Gehalt in den Zellen verursacht sein.

Die Kombination von Cholsdure und Phosphatidylcholin hat keine positiven Aus-
wirkungen auf die Uberlebensraten, sieht man von der durch die geringe Lebend-
zellzahl beeinflussten Uberlebensrate der Kultur 50 ab. Die Kulturen werden durch
das Additiv PC stark beeinflusg und sind in Bezug auf die Referenz hinsichtlich der
t-PA-Produktion besonders benachteiligt. Durch den vorwiegenden Einfluss des PCs
erreichen die Uberlebensraten auch nicht die Werte der Uberlebensraten der Cholsiu-
re-Kurzzeit-Experimente. Dadurch, dass die Cholsdure die Lipidzusammensetzung
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beeinflusst und sich PC vermehrt in die Membran einlagern konnte, ist kein Vorteil
anhand gestiegener Uberlebensraten fiir die Zellen entstanden. Vielmehr scheinen sich
die Effekte von Cholsdure und PC in Kultur 25 gegenseitig aufzuheben, so dasseine
der Referenz vergleichbare Uberlebensrate resultiert. Fiir Kultur 50 werden als Ursa-
che der erhohten Uberlebensraten die geringen Zell zahlen vermutet. Ob sich auch hier
die Effekte der beiden Additive aufgehoben hétten, bleibt unbeantwortet. Allgemein
ist die Kombination fur weitere Scherexperimente nicht zu empfehlen, da sich die
Uberlebensraten der einzelnen Additive nicht wie ehofft addiert haben.
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3.2.3.1 Fazit der Kombinations-Scherexperimente

Konzentration ARs At T
[my/1] [%]  [N/m*  [N/m?]
Gruppel Cholesterin
K urzzeit-Experiment 100 +19 0,0 19
K urzzeit-Experiment 125 +19 -0,1 1,8
Gruppell  Cholsdure
Kurzzeit-Experiment 25 +44 0,0 19
K urzzeit-Experiment 50 +26 0,0 19
Gruppelll Phosphatidylcholin
K urzzeit-Experiment 25 +14 0,0 1,8
K urzzeit-Experiment 50 +3 +0,2 2,0
K ombinationsexperimente
Cholsiure/Cholesterin 25125 +7 0,0 1,9
Cholsaure/Cholesterin [ 50125 700 19
Cholsaure/Phosphatidylcholin 25/50 +4 -0,1 1,8
Cholsdure/Phosphatidylcholin 50/50 +19 0,0 19

Tab. 3.8% Fazit der Kombinationsexperimente

In Tab. 3.89a sind die Anderungen der Uberlebensraten der Additive (ARs [%]) und
der Schubspannungen (At [N/m?]) zusammengefasd. Sie @geben sich aus der Diffe-
renz zwischen den Werten der substituierten Kulturen und der Referenz. Aul3erdem
sind die absoluten Schubspannungen der substituierten Kulturen (z [N/m?]) angege-
ben.

Aus dem Vergleich der absoluten Uberlebensraten der Kombinationsexperimente
und der Experimente der einzen zugesetzten Additive, konnen durchweg hohere
Uberlebensraten fiir die Experimente der einzeln zugesetzten Additive festgestellt
werden.

Im Kombinationsexperiment von Cholsaure mit Cholesterin verstérkt sich der pos-
tive Einfluss der beiden Additive nicht. Die absolute Uberlebensrate sinkt gegeniiber
den einzelnen Kurzzeit-Experimenten um 13 ks 44%. Sie &nelt mehr den Uberle-
bensraten der Cholesterin-Experimente, was wahrscheinlich durch den vorherrschen-
den Einfluss von Cholesterin auf die Kultur bedingt ist. Auch die Anderung der
Uberlebensraten in Bezug auf die Referenz (vgl. Tab. 3.89a) nimmt ab. Ebenso verrin-
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Rs (Cholesterin | Ry (Cholsdure Rs(Cholsdure | R, (PC 50

125zu : 25zu 50zu : Zu

Referenz) Referenz) Referenz) Referenz)
Rs (Cholesterin 125 zu 18 i 1,2 1,2 ! --
Referenz) | ] e
Rs (Cholsdure 25 zu 1,2 5 2 -- | 1,3
Referenz)
Rs (Cholsiure 50 zu 1,2 § -- 1,6 . 25
Referenz) |
Rs (PC 50 zu Refe- -- 13 2,5 1,1
renz) 5 :

Tab. 3.8% Verhdltnis der Uberlebensraten zur jeweiligen Referenz bei verschiedenen Additiv-
Kombinationen

gert sich das Verhaltnis der Uberlebensrate der substituierten Kulturen zur Referenz
umbiszu 0,8 (40 %) auf 1,2 (vgl. Tab. 3.89b). Vermutlich kann sich durch die Anwe-
senheit des Cholesterins die Wirkung der Cholsaure auf die Zellen nicht entfalten, so
dassnur der Einfluss des Cholesterins auf die Zellen wirkt. Dadurch erklért sich auch,
dass die Uberlebensraten der einzelnen Cholsiure-Experimente nicht erreicht werden
konnen.

Im anderen Kombinationsexperiment von Cholsdure mit PC nimmt das Verhdtnisin
Beaug auf das PC um bis zu 1,4 (127 %) zu (vgl. Tab. 3.8%). Es zdgt sich also ein
positiver Einfluss der Cholsdure. Es werden jedoch auch hier nicht die absoluten
Uberlebensraten der einzelnen Experimente areicht. Werden die Verhaltnisse in Be-
zug auf die Cholsdure-Konzentrationen betraditet, so zegt sich fir das Kombinati-
onsexperiment mit 25 mg/I eine Abnahme um 0,7 (35 %) und fir 50 mg/l eine Zu-
nahme um 0,9 (56 %). Die Abnahme kann mit einer vermehrten Einlagerung von PC
in die Zellmembran erklart werden, die a1 einer Destabilisierung und damit zu einer
Erhéhung der Scherempfindlichkeit fiihrt. Die Uberlebensrate nimmt ab. Die Zunah-
me bei einer hheren Konzentration von Cholsdure ist wahrscheinlich durch eine ver-
mehrte Einlagerung der Cholsaure in die Zellmembran bedingt, die mit der bereits
eingelagerten Menge an PC das richtige Mischungsverhdltnis fir eine besser stabili-
sierte Membran ergibt.

In den Kombinationsexperimenten dominiert das Additiv die Uberlebensraten der
substituierten Kulturen, welches in der gemeinsamen Kultivierung die Zellen vorherr-
schend beeinflusg. Eine Addition der einzelnen Uberlebensraten wird nicht erzielt, da
sich die Additive gegenseitig beanflussen. Fir bestimmte Kombinationen lassen sich
Vorteile ezielen.
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4 Zusammenfassung

4.1 Kur zzeit-Scherexperimente

Die in den Experimenten ermittelten Schubspannungen sind im Vergleich zu den
von Reich ermittelten Werten (Reich 1996 hoher als erwartet. In ihrer Diplomarbeit
sind folgenden Einstellungsstufen des Viskosimeters nachfolgenden Schubspannun-
gen zuzuordnen: Stufe 9 — 0,3 N/n??, Stufe 13 - 1,3 N/m?, Stufe 14 — 1,8 N/m? und
Stufe 15 — 2,6 N/n. Der Einstellungsgufe 12 entspricht demnach eine Schubspan-
nung zwischen 0,3 und 1,3 N/m?. Die Schubspannung der Stufe 12, der in der vorlie-
genden Arbeit durchgefiihrten Experimente, liegt zwischen 1,5 und 2,3 N/m?. Der
liber alle durchgefilhrten Versuche gemittelte Wert betragt 1,9 N/m?. Aufgrund der
verschobenen Zuordnung Einstellungsstufe — Schubspannung kdnnen die bel gle-
cher Einstellung ermittelten Uberlebensraten nicht verglichen werden. Es erfolgt statt
dessen ein Vergleich bei gleicher Schubspannung.

Ein Vergleich der Uberlebensraten der Referenz dieser Arbeit mit denen von Reich
ergibt, bei einer mittleren Schubspannung von 1,9 N/, eine mittlere Uberlebensrate
von 27 % bei 3 h Versuchsdauer gegeniiber einer beredhneten Uberlebensrate von
34% bei 2h Versuchsdauer bei Reich. In Anbetradit des Unterschiedes der Ver-
suchsdauer, konren die Uberlebensraten fir die Referenz als aguivalent angesehen
werden. Jedoch nicht so die Uberlebensraten der Cholesterin-Kulturen. Die von Reich
ermittelten Uberlebensraten fur Konzentrationen von 200mg/I Cholesterin liegen bei
106 % nach 2 h Versuchsdauer und bei 154% nach 5 h Versuchsdauer. Verglichen
mit diesen Werten ist die Uberlebensrate der Cholesterin-Kulturen der vorliegenden
Arbeit mit maximal 52 % nach 3 h Versuchsdauer (s. Tab. 3.7) gering. Eventuell ist
durch die Verwendung der Zelllinie CHO t-PA ein von der bei Reich verwendeten
Zelllinie CHO AT-Ill abweichender Aufnahmemodus des Cholesterins aufgrund einer
Mutation entstanden. Infolgedessen wird, auch in Anbetracht der geringeren Konzen-
tration, weniger Cholesterin eingelagert als bei Reich und die Zellen erreichen somit
nicht die Stabilitét der CHO AT-II1 Zellen. Die geringe Konzentrationsanderung des
Cholesterins in den Versuchen dieser Arbeit (s. Kap. 3.2.1.1ff.) erhértet diese Ver-
mutung, so dassvon einer geringeren Aufnahme des Cholesterins in die Zellen ausge-
gangen werden kann. Die geringere Uberlebensrate kann aber auch auf der Verwen-
dung eines anderen Zellkulturmediums beruhen. Das bei Reich verwendete Medium
setzt sich aus 50% Excell 301, 25% IMDM und 25% Ham's F12 zusammen und
enthat damit einen hohen Proteinanteil. Dieser kann, wie in einigen Untersuchungen
festgestellt wurde den Scherstressfiir Zellen mindern und so die Uberlebensrate eho-
hen (Papoutsakis 1991, Michads et al. 1995, Chattopadhyay et a. 1995.
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Von den in den Kurzzeit-Experimenten getesteten Additiven haben sich nur einige
als wirkungsvolle Substanzen erwiesen. Diese sind in der Lage, die Scherempfind-
lichkeit der Zellen zur reduzieren (s. Kap. 3.2.1). Zu desen gehtdren Cholesterin,
Cholsdure, Testosteron und Retinol. Ihnen gemeinsam ist die gegenliber der Referenz
erhohte Uberlebensrate der Kulturen. Die hochsten Uberlebensraten weist die Chol-
sdure auf, deren Raten mit 15 kis 44 % Uber denen der Referenz liegen (s. Tab. 3.66).
Dabei ist eine Abnahme der Uberlebensraten und damit der Wirkung des Additivs mit
Erhéhung der Konzentration zu verzeichnen. Die htheren Konzentrationen der Chol-
siure wirken nicht toxisch, was die Abnahme der Uberlebensraten erklart hétte. Sie
beeinflussen die Zellen aber in der Weise, dass ihre Scherempfindlichkeit zunimmt.
Denkbar ist eine Versteifung der Membran durch die Einlagerung von Cholséure, die
bei zu hoher Konzentration zu inflexibel und damit scherempfindlicher wird. Die
Konzentration, bei der die Flexibilitét der Zellmembran zu gering wird, liegt zwischen
25 und 50mg/I.

Ahnlich der Cholsaure nimmt die Differenz der Uberlebensrate in Bezug auf die Re-
ferenz bei der Deoxycholsdure ab. Sie liegt um 35% bel 4 mg/l und um 23 % bei
10 mg/I tber der Uberlebensrate der Referenz. Auch hier ist die gleiche Erklarung wie
bei der Cholsaure denkbar, da keine Beeinflussung der Vitalitét oder der Wachstums-
rate vorliegt (s. Kap. 3.2.1.2).

Ebenso besitzt in den Testosteron-Experimenten die hoher substituierte Kultur die
geringere Uberlebensrate gegeniiber der Referenz. Es ergibt sich bei 150mg/I eine
Differenz von +23% und bel 75 mg/l von +57 % zur Referenz. Da die Referenz im
weiteren Experimentverlauf nicht mehr zum Vergleich bereit steht, konnen die emit-
telten Daten nur unter Vorbehalt verwendet werden. Es kann rur auf die Langzeit-
Kultivierungsreihe verwiesen werden (s. Kap. 3.2.1.3). In dieser ist ein Einfluss der
Testosteron-Konzentration auf das Zellwachstum eindeutig zu erkennen. Es wird des-
halb davon ausgegangen, dass mit der Hohe der Konzentrationen auch der auf die
Zellen nadnteili g wirkende Einflusszunimmt und sich so die abnehmende Uberlebens-
rate erklart.

Beim Retinol zeigt sich mit der Zunahme der Konzentration eine Zunahme der
Uberlebensrate. Die Retinol-Konzentration von 10 mg/l verzeichnet mit +48% die
hdchste Differenz der drel eingesetzten Konzentrationen zur Referenz. Weil bei dieser
Konzentration jedoch das Zellwachstum sowie die Vitalitét beeintradtigt werden, ist
diese Konzentration als Zusatz fur eine Kultivierung nicht geeignet. Die beiden gerin-
geren Konzentrationen von 2,5 und 5mg/l besitzen mit einer Differenz von 22 und
24 % zur Uberlebensrate der Referenz immer noch ein groRes Potential, um die
Scherempfindlichkeit zu senken. Gleichzeitig ist ihr Einfluss auf die Zellen der Kultu-
ren geringer (s. Kap. 3.2.1.3). Um die groltmadgliche Sicherheit zu haben, dass die
Zellen nicht durch das Retinol beeintréchtigt werden, ist eine Konzentration von
2,5 mg/l der von 5 mg/l bei Kultivierungen vorzuziehen.

Die beiden Additive der Gruppe IV haben praktisch keinen Einfluss auf die Uberle-
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bensraten der Kulturen (s. Kap. 3.2.1.4). Die Additive besitzen ein Ringgerist aus
substituierten Cyclohexanen. Aufgrund ihrer Struktur und ihres nicht natdrlichen Vor-
kommens in Zellen kénnen sie von ihnen nicht aufgenommen werden. Eine Einlage-
rung in die Zellmembran ist nicht moglich. lThre Wirkung beschrankt sich auf die
Komplexierung von Stoffwechselmetaboliten. Diese Wirkung tragt den Ergebnissen
nach zu urteilen nicht dazau bei, die Scherempfindlichkeit der Zellen zu senken. Eine
Maoglichkeit die Scherempfindlichkeit dennoch zu reduzieren, wird in der direkten
Zugabe von Cyclodextrin zum Schermedium vermutet. Aufgrund der Grél3e des Mo-
lekils kdnnte das Cyclodextrin als eine Art StolRdampfer zwischen den Zellen fungie-
ren, was auch als Grund fur die hohe Uberlebensrate der Kultur 100 im Experiment
mit f-CD vermutet wird.

Von den eingesetzten Additiven werden wegen der positiven Ergebnisse aus
Gruppe | Cholesterin, aus Gruppe Il Cholséure und aus Gruppe Il Testosteron und
Retinol zu Langzeit-Experimenten eingesetzt. Aul3erdem wird trotz der unginstigen
Ergebnisse Phosphatidylcholin eingesetzt, da es neben Cholesterin das einzige in
Zellmembranen vorkommende Additiv ist.

4.2 L angzeit-Scher experimente

In den Langzeit-Experimenten stellen sich rur das mit 100mg/l eingesetzte Chole-
sterin und die mit 25 mg/l eingesetzte Cholsdure als potentiellen Additive aur Scher-
stressminderung heraus. Nun kénnte vermutet werden, dass es an der mit den Kurz-
zeit-Experimenten vergleichbaren Schubspannung liegt. Die mittlere Schubspannung
aler Additive in den Kurzzeit-Experimenten betragt 1,9 N/m?. In den Langzeit-
Experimenten betragt sie dagegen 2,1 N/m?. Die Schubspannung der Referenz erhoht
sich gering mit der Dauer des Experiments von 1,9N/m? in den Kurzzeit-
Experimenten auf 2,0 N/m? in den Langzeit-Experimenten. Dagegen erhéht sich die
Schubspannung der Kulturen mit 100 mg/I Cholesterin-Zusatz nicht, ebensowenig wie
die mit 25 mg/l Cholsdure versetzten Kulturen.

Die mittlere Schubspannung der Langzeit-Experimente ist also um 0,2 N/m? hoher
als die der Kurzzeit-Experimente. Die Schubspannung der Referenz nimmt jedoch
ebenfalls zu, so dassder Unterschied zwischen den Schubspannungen der substituier-
ten Kulturen und der Referenz maximal +/-0,1N/m? betrégt. Aus diesem Grund sollten
den Kurzzeit-Experimenten vergleichbare Ergebnisse emittelt werden kénnen. Eine
Ausnahme bilden Retinol mit einer Differenz von +0,4 N/m? und die mit 50 mg/
Cholséure substituierte Kultur mit +0,3 N/, In diesen beiden Fallen kann von einer
hoheren Belastung der Zellen als in der Referenz ausgegangen werden, die au einer
geringeren Uberlebensrate ds in den Kurzzeit-Experimenten fuhrt.

In den Experimenten von PC und Testosteron ist dies nicht der Fall. Hier ist das zu-
gesetzte Additiv eindeutig unwirksam in Beaug auf eine Scherreduzierung, da die
Uberlebensraten unter denen der Referenz liegen. Fir PC bestétigen sich damit die
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unguinstigen Ergebnisse der Kurzzeit-Experimente, da die Uberlebensraten mit 8 his
10% unter denen der Referenz liegen. Die Uberlebensraten des Testosterons im
Langzeit-Experiment sind denen der Referenz dagegen sehr @hnlich und weichen von
ihnen rur um 1 bis 3% ab. Das Testosteron beeintrachtigt die Uberlebensrate der
Zellen im Gegensatz zum PC nicht negativ. Dies liefert fir die bislang nicht eindeutig
zu bewertenden Ergebnisse des Kurzzeit-Experiments von Testosteron den Hinweis
darauf, dassdie fur ein Scherexperiment eingesetzte Referenz nicht zum Vergleich
geeignet ist. Bel den Kurzzeit-Experimenten kann aufgrund der Ergebnisse des Lang-
zeit-Experiments ebenfalls von einer mit der Referenz vergleichbaren Uberlebensrate
ausgegangen werden.

Die der Referenz gegentiber erhohten Uberlebensraten von 100 mg/l Cholesterin und
25 mg/l Cholséure kdnnen auf die Einlagerung der beiden Substanzen in die Zell-
membran zurtickgefuhrt werden. Diese Stabilisierung kann die Scherempfindlichkeit
der Zellen auch tber einen langeren Zeitraum senken. Die Uberlebensraten reichen
mit 66 % fur Cholsaure (Kurzzeit: 88 %) und mit 23 % fur Cholesterin (Kurzzeit:
53 %) nicht an die der Kurzzeit-Experimente heran. Allgemein wird mit der Erhéhung
der Scherdauer von drei auf 24 Stunden eine Abnahme der Uberlebensraten in allen
getesteten Kulturen bis zu 37% festgestellt. Demnach kdnnen rur die Additive mit
einer mindestens 40 %igen Uberlebensrate in den Kurzzeit-Experimenten auch in den
Langzeit-Experimenten ein Uberleben der Zellen garantieren.

4.3 Temper atur-Scher experimente

Bei den Temperatur-Experimenten ist ebenso wie bei den Langzeit-Experimenten
eine Erhéhung der Schubspannung festzustellen. Die Schubspannung der Referenz
nimmt im Durchschnitt gering von 1,9 N/m? bei 37 °C auf 2,0 N/m? bei 31 °C zu. Die
mittlere Schubspannungen der eingesetzten Additive nimmt um 0,2 N/m?  auf
2,1 N/m? zu. Dabei sind Abweichungen der Schubspannungen von der Referenz bei
den Temperatur-Experimenten bis 0,4 N/m? vorhanden, die aber wie bei den Retinol-
Experimenten nicht unbedingt eine geringere Uberlebensrate aur Folge haben miissen.
Die geringste Zunahme tritt bei den Cholsaure-Kulturen auf. Sie azielen mit Uberle-
bensraten von 20 kis 49 % Uber denen der Referenz immer noch sehr hohe Werte.

Wie schon in Kap. 3.2.2.4 erwahnt, widerspricht die Erhéhung der Schubspannun-
gen und damit die hohere Belastung bei geringerer Schertemperatur den Literaturan-
gaben. Denkbar ist die Annahme, dassaufgrund der Temperaturabsenkung die ehdhte
Viskositét des Mediums zu héheren Schubspannungen fuhrt. Der durch die Additive
ausgeloste Flexibil itétsverlust der Zellen wirde ebenfalls zur Erhéhung der Viskositét
und damit auch zur Erhéhung der Schubspannung in den Experimenten beitragen.

Um die Uberlebensraten dieser Experimente trotz der hdheren Schubspannungen mit
denen der Kultivierungen bei 37 °C vergleichen zu kénren, wurde das Verhdltnis der
Uberlebensraten der substituierten Kulturen zur jeweiligen Referenz ermittelt (s. Tab.
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80b, Kap. 3.2.2.4). In diesen Experimenten sind es nur die mit Cholsdure substituier-
ten Kulturen, die ein hbheres Verhdltnis in Beaug auf die Experimente bei einer Kulti-
vierungstemperatur von 37 °C aufweisen. Die Absenkung der Temperatur ist damit
fur sie vorteilhaft. Die Erhdhung der Scherempfindichkeit wird wahrscheinlich durch
eine Kombination der Einlagerung von Cholséure in die Membran und Beeinflussung
der Membranzusammensetzung durch die Cholsaure azielt.

Dagegen zeigt sich bei den Cholesterin-Kulturen eine Abnahme des Verhaltnisses
bei abnehmender Temperatur. Es wird angenommen, dass die durch das Cholesterin
erzielte Versteifung der Zellmembran bei den geringeren Temperaturen leichter zu
einem Bruch der Membran fihren kann. Somit hebt sich der durch Cholesterin er-
langte Vorteil wieder auf und fuhrt bei der hdheren Konzentration zu einem Nachteil .

Auch bei Retinol wird eine Abnahme des Verhédltnisses mit abnehmender Tempera
tur sichtbar. Als Erkldrung dafir kann eine Abnahme der Mediatortétigkeit des Reti-
nols mit abnehmender Temperatur angesehen werden. Die Zusammensetzung der
Zellmembran kann nicht mehr positiv beeinflusg werden.

4.4 Kombinations-Scherexperimente

Die Kombination von Cholséure mit Cholesterin zeigt keine positiven Auswirkun-
gen auf das Verhdltnis der Uberlebensraten der substituierten Kulturen zur Referenz
(s. Tab. 3.8%, Kap. 3.2.3.3). Vermutlich wird aufgrund der vorherrschenden Beein-
flusaung duch Cholesterin die Wirkung der Cholsdure auf die Zellen verhindert. Aus
diesem Grund &hneln die absoluten Uberlebensraten mehr denen der Experimente, bei
denen das Cholesterin einzeln zugesetzt wird.

Im Fall der Kombination von Cholsdure mit Phosphatidylcholin nimmt das Verhalt-
nis in Beaug auf die einzeln zugesetzte Cholsdure a. Als Ursache fur diese Abnahme
wird die vermehrte Einlagerung von PC in die Membran durch die Gegenwart von
Cholsdure angesehen. Wird dagegen das Verhéltnis des PCs als Grundlage gesetzt, ist
eine Zunahme desslben im Kombinations-Experiment zu beobachten. Die Cholséure
erhoht durch ihren positiven Einflussdie Uberlebenswahrscheinlichkeit der Zellen.

4.5 Fazit

Zusammenfassend haben sich folgende Additive als Scherstress mindernd erwiesen.
Sie beeinflusen das Zellwachstum und den Stoffwechsel nur gering. Es sind fur die
Kurzzeit-Experimente aus Gruppe | Cholesterin (100 u 125mg/l), aus Gruppe 1l
Cholsdure (25 u 50 mg/l), aus Gruppe 1l Retinol (2,5 und 5mg/l). Bei den Langzeit-
Experimenten erweisen sich aus Gruppe | Cholesterin mit 200 mg/l und aus Gruppe Il
Cholsdure mit 25 mg/l als wirkungsvoll. In den Temperatur-Experimenten zeigt nur
Cholsdure mit 50 mg/l aus Gruppe Il eine positive Wirkung und die Kombinations-
Experimente egeben keinen Vorteil gegeniiber den einzelnen Scherstressversuchen.
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Ausplick

Aufgabenstellung war es, eine geeignete Substanz zu ermitteln, die eine Scherredu-
zierung in CHO-Zellen bewirkt, ohne dass Zellwadchstum oder den Stoffwechsel der
Zellen bzw. die Produktivitét in Bezug auf das Zielprotein zu beeinflussen. AulRerdem
soll die Substanz auf natirlichem Weg von Zellen synthetisiert werden kénnen und es
sollte kein Protein sein, da sich die Abtrennung des Zielproteins auf diese Weise a-
schwert. Auf das in dieser Arbeit getestete Additiv Cholsdure treffen diese Anforde-
rungen zu.

Esist in der vorliegenden Arbeit durch Zusatz von Cholséaure aum Kultivierungsme-
dium gelungen, die Scherempfindlichkeit der Zellen zu senken. Da die vorteil hafteste
Konzentration nicht exakt bekannt ist und zwischen 25 und 50ug/ml liegt, ist es sinn-
voll, diese in weiteren Experimenten zu ermitteln. Die exakte Konzentration garantiert
einen bestmdglichen Schutz gegen Scherstressbei gleichzeitig geringem finanziellem
Aufwand. Obwohl Cholsdure ein preiswertes Produkt ist und in geringen Konzentra-
tionen eingesetzt wird, sollte die finanzielle Seite nicht unterschétzt werden. Bei
Grof3anlagen nehmen die Kosten fir Material um ein Vielfaches gegentiber einfachen
Laboranlagen zu.

Die Untersuchungen zur Dauer der Scherminderung sollten erweitert werden. In den
durchgefuihrten Experimenten ist 24 Stunden das Maximum. Die Wirkung der Chol-
sdure ist Uber langere Zeitrdume a1 testen. Versuchszeiten bis zu einer Woche sind
anzustreben.

Es sllte ein Scale-Up der durchgefiihrten Experimente vorgenommen werden. Die-
ses llte aim einen fur die Kultivierungen gelten zum anderen fir die Versuchsanla-
ge, mit der die Experimente durchgefiihrt werden. Denkbar ist auch ein Experiment in
einem Biore&tor, in welchem die normalerweise verwendete Rihrerdrehzahl erhoht
wird. So kdnrten Bedingungen erzeugt werden, die der in der Industrie &nlicher sind,
alsdie Versuche in Techne-Kulturflaschen.

Interessant ist eine weitere Untersuchung der anderen Gall ensauren, da sich Deoxy-
cholsdure in sehr geringen Konzentrationen vielversprechend gezeigt hat. Eventuell
haben Kombinationsexperimente der verschiedenen Gallensauren untereinander ein
positiveres Ergebnis zur Folge, als die hier durchgefihrten.

Eine Uberpriifung der erhaltenen Ergebnisse an anderen Zelllinien ist sinnvoll. Soll-
ten sich gleiche oder dhnliche Uberlebensraten ergeben, wéare Cholsiure als ein weite-
res Additiv im industriellen Mal3stab geeignet und denkbar. In diesem Fall sollten
Vergleiche mit dem zur Zeit haufig verwendetem Pluronic F68 vorgenommen werden.
In diesen sollten die Wirkungen der Additive auf Stoffwechsel, Produktivitét des Ziel-
proteins und in wirtschaftlicher Richtung untersucht werden. Gerade weil Cholsaure
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ein preiswertes Produkt ist, konnte es hier Vortelle gegentber den herkdmmlichen
Additven zur Scherstressminderung besitzen.

Eine weitere denkbare Alternative aim Einsatz der Cholsdure ist das Einpflanzen des
Gens fur die Cholsdure-Produktion in die gewtinschte Zelllinie. Auf diese Weise wiir-
de eine sténdige Zugabe aim Kultivierungsmedium entfallen. Die Kosten fur die
Cholsdure wirden durch das einmalige Verandern der Zelllinie entfallen, da die Zellen
es slbst produzieren wirden. Mit dieser veranderten Zelllinie miisgen erneut Expe-
rimente aur Scherstressminderung durchgefuihrt werden. AulRerdem sollte die Chol-
saure-Produktion im Experimentverlauf verfolgt werden. Auch dirfte die Cholsdure-
Expression nicht die Produktion des Zielproteins in Quantitdt und Qualitéat beein-
tracdhtigen.
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Anhang

A Aminosauren

Zeit[h] - 0 16 40 65 88 Zeit[h] - 0 17 41 66 89
Amino- Amino-
saure | saure |
n [Asp[mgl] 20 23 31 25 20 n | Asp[mgl] 48 50 59 50 46
o | Glulmgl] 24 31 39 27 14 o | Glulmgl] 27 50 64 49 36
T |Asn[mgl] 76 76 78 48 27 T | Asi[mgl] 118 102 91 51 17
Ser[mgl] 87 88 97 67 53 Ser [mg/l] 167 145 139 90 69
Gly[mgl] 32 34 42 37 53 Gly[mgl] 57 55 78 68127
Ala[mgl] 6 8 17 20 57 Ala[mgl] 0 12 47 42 27
Gin[mg/l] 159 128 88 21 0 GIn[mg/l] 305 160 40 0 O
g [AwImgll 23 26 30 31 24 g | Awimgll 46 46 58 44 38
~ | Glu[mg/l] 33 41 44 40 24 - Glu[mg/l] 26 40 50 42 31
% Asn[mgl] 88 87 78 63 37 % Asn[mgl] 115 98 81 48 16
< | Ser[mg/l] 84 91 90 82 62 < Ser [mg/l] 161 139 123 88 60
Gly[mgl] 27 32 35 40 41 Gly[mgl] 51 54 64 58 67
Ala[mgl] 4 6 14 20 24 Ala[mgl] 0 9 32 34 11
Gin[mg/l] 177 149 106 39 4 Gin[mg/l] 298 172 46 0 O
o [Asp[mgl] 19 27 24 18 20 o | AsoImgl] 41 45 48 45 39
~ | Glu[mgl] 24 35 29 19 16 - Glu[mg/l] 23 38 47 43 32
% Asn[mgl] 69 90 61 36 30 % Asn[mgl] 100 96 79 53 21
< | Ser[mg/] 77 101 76 52 56 < Ser [mg/l] 133 133 117 90 64
Gly[mgl] 30 37 33 30 59 Gly[mgl] 41 51 58 58 71
Ala[mgl] 5 7 12 14 65 Ala[mgl] 0 8 28 21 11
Gin[mg/l] 144 157 72 17 O Gin[mg/l] 258 175 55 0 O

Tab. A1 Aminosaure-K onzentrationen von CO7 Tab. A2 Aminosaure-K onzentrationen von CV01
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Zeit [h] - 0 21 43 66 79 105 136 151
Aminosaure |

Referenz Asp[mgl] 44 38 36 36 33 43 21 19

Glu[mg/l] 24 34 41 38 31 25 10 6

Asn[mg/l] 107 91 79 65 43 3 8 6

Ser [mg/l] 131 105 88 70 52 35 19 17

Gly[mg/l] 60 60 68 77 82 90 91 93

Ala[mg/l] 5 15 25 29 33 36 30 24

GIn[mg/l] 154 110 74 52 41 39 38 36

Kultur 100 Asp[mgl] 39 38 43 37 33 27 20 17

Glu[mg/l] 23 30 37 37 26 17 3

Asn[mg/l] 101 91 74 69 44 22 6

Ser [mg/l] 121 106 92 73 51 31 16 11

Gly[mg/l] 57 64 74 87 92 96 100 99

Ala[mg/l] 4 13 25 30 30 29 22 17

GIn[mg/l] 148 112 81 53 42 37 38 34

Tab. A3 Aminosdurenkonzentration von LC
Zeit [n] - 0 24 Zeit [h] - 0 19 41 65 89
Amino- Amino-
saure | saure |

Referenz Asp [mg/l] 43 43 Referenz Asp[mg/l] 44 45 46 41 48
Glu [mg/1] 25 30 Glu[mg/l] 24 39 53 50 45
Asn[mgl] 108 97 Asn[mg/l] 108 113 103 78 47
Ser[mg/l] 129 120 Ser[mg/l] 127 126 111 80 66
Gly [mg/1] 61 61 Gly[mg/l] 55 62 72 75 84
Ala[mg/l] 4 9 Ala[mg/l] 6 14 28 31 40
GIn[mg/l] 153 123 GIin[mg/l] 164 145 99 64 58
Kultur 100 | Asp[mg/l] 45 59 Kultur 5 Asp[mgl] 48 103 43 45 49
Glu [mg/1] 28 38 Glu[mg/l] 27 103 46 53 58
Asn [mg/l] 97 77 Asn[mg/l] 120 35 99 92 79
Ser[mg/l] 124 121 Ser[mg/l] 144 131 108 97 84
Gly [mg/1] 57 59 Gly[mg/l] 60 66 70 81 78
Ala[mg/l] 5 11 Ala[mg/1] 7 16 26 36 41
Gln[mg/l] 138 118 GIln[mg/l] 182 104 118 107 97
Kultur 2,5 Asp[mgl] 45 57 45 47 47
Tab. A4 Aminosdure-Konzentration von Glu[mgl] 25 52 46 55 55
L.C, Scherexperiment Asn[mgl] 114 91 101 91 85
Ser[mg/l] 136 123 107 90 76
Gly[mg/l] 64 62 69 78 88
Ala[mg/l] 13 14 14 34 38
GIln[mg/l] 173 130 113 95 84

Tab. A5 Aminosaure-K onzentrationen von EO3
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Zeit[h] - 0 21 49 75 99 Zeit[h] - 0 20 43 68 93122140
Amino- Amino-
saure | saure |
Asp[mg/l] 59 34 42 53 - Asp[mg/l] 48 43 37 37 31 22 19
Glu[mg/l] 35 25 40 54 - Glu[mg/l] 27 35 38 36 21 6 2

NlAsn[mg/l] 133 67 75 76 - Asn[mg/l] 122 108 86 79 53 22 11

% Ser[mg/l] 159 66 83 89 - Ser[mg/l] 139 120 94 82 55 29 18

;“:_’ Gly[mg/l] 55 35 46 55 - GE) Gly[mg/l] 50 52 51 63 74 75 79
Alajmgl] 5 9 25 32 - % Ala[mgl] 0 12 17 23 24 19 11
Gin[mg/l] 251 99 64 21 - X|GIn[mg/l] 189 128 54 16 0 0 O
Asp[mgl] 37 51 51 50 40 Asp[mg/l] 43 40 40 36 31 25 23
Glu[mgll] 22 37 47 51 39 Glu[mg/l] 23 34 45 40 27 12 6

“lAsn[mg/l] 81 104 88 71 48 Asn[mg/l] 107 100 91 72 49 27 17

% Ser[mgl] 95 122 102 82 59  _| Ser[mgl] 122 111 98 74 52 31 22

X|Gly[mg/l] 44 46 46 50 53 “1Gly[mg/l] 40 43 43 46 50 56 61
Ala[mg/] 4 13 22 29 27 % Ala[mg/] 0 0 19 28 28 31 34
Gln[mg/l] 217 153 84 16 5 ¥|GIn[mg/l] 167 116 55 17 0 0 O
Asp[mg/l] 51 51 59 4855* Asp[mgl] 47 38 39 37 34 30 27
Glu[mg/l] 30 37 52 4653* Glu[mg/l] 26 33 46 44 33 22 14

Gl Asn[mgl] 116 107 99 68 61* Asn[mgl] 120 94 90 76 61 44 32

5| Ser[mg/l] 135 124 118 7779* | Ser[mgl] 137 104 95 77 57 35 24

3 Gly[mg/l] 46 51 57 6073* NlGly[mg/l] 48 47 54 60 70 72 59
Ala[mgl] 5 22 25 3235* g Ala[mgl] 0 12 19 20 18 16 27
Gln[mg/l] 153 153 78 21 b5* ¥|GIn[mg/l] 186 106 52 20 0 0 O

Tab. A6 Aminosiure K onzentration Tab. A7 Aminosdure-Konzentration von LCH
von CHO4 Zeit [h] - 0 24
Aminosaure |

Asp[mg/l] 42 43
Glu[mg/l] 23 30
Asn[mg/l] 105 104

Ser [mg/l] 122 121

e Gly[mgl] 44 47
% Ala[mg/l] 0 11
@ Gln[mg/] 162 138
Asp[mg/l] 44 41
Glu[mg/l] 24 26
Asn[mg/l] 108 99

5 Ser [mg/l] 126 116
0 Gly[mg/l] 46 41
= Ala[mgl] 0 10
N4 Gln[mg/l] 163 133
Asp[mgl] 39 42
Glu[mg/l] 21 32
Asn[mg/ll] 96 97

o Ser [mg/l] 111 109

Abb. A8 N Gly[mgl] 36 48

Aminosdure-K onzentrationen von LCH = Ala[mg/I] 0 25

Scherexperiment Z Gin[mg/] 147 86
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Zeit [h] - 0 18 41 65 89 Zeit [h] - 0 17 54 65 97
Amino- Amino-
saure | saure |
Asp[mgl] 38 40 40 40 37 Asp[mgl] 19 19 18 18 15
Glu[mg/l] 20 29 36 38 34 Glu[mg/] 20 27 39 39 32
N |Asn[mg/l] 77 80 73 65 50 N | Asn[mgl] 31 26 14 10 4
$ | Sermgn] 113 116 102 91 72 § Ser[mg/l] 38 31 11 8 6
Z |elymg] 36 40 45 48 50 2 | Gly[mgl] 33 35 40 43 42
Ala[mgl] ©0 0 21 24 28 Ala[mgl] 0 14 25 24 24
GIn[mg/l] 254 232 149 92 34 Gin[mg/l] 185 114 21 0 O
Asp[mgl] 40 41 42 42 45 Asp[mgl] 19 20 22 21 17
Glu[mg/l] 21 28 37 40 43 Glu[mg/l] 19 28 47 47 38
S |Asn[mgl] 80 80 74 67 62 B | Asn[mgl] 30 27 17 14 7
5 | Ser[mg/] 120 115 102 91 83 3 Ser[mg/l] 39 33 16 12 7
2 |Glylmgi] 38 41 46 48 54 2 | Gly[mgl] 32 36 42 43 38
Ala[mgl] ©0 0 20 25 23 Ala[mgl] 0 16 25 26 22
GIn[mg/ll] 264 229 162118 87 GIn[mg/ll] 176 118 33 22 0
Asp[mgl] 40 38 39 41 42 Asp[mgl] 19 20 21 22 19
Glu[mg/] 21 30 38 42 43 Glu[mg/l] 19 29 46 52 45
<~ [Asn[mgl] 81 77 68 65 59 & | Asn[mgl] 30 26 16 14 7
2 | ser[mgl] 119 108 92 89 80 5 Ser[mgl] 40 34 15 11 6
< |Glylmgny 37 41 43 48 53 32 | Glylmgl] 34 36 42 69 43
Ala[mgl] ©0 0 20 22 24 Alalmgl] ©0 0 0 30 25
GIn[mg/ll] 264 209 130100 66 Gin[mg/l] 179 110 25 0 O
Tab. A9 Aminosiure-K onzentrationen von D01 Tab. 3.A10

Aminosaure-K onzentrationen von PCO1

Zeit [h] » 0 16 36 59 85 113 140 158
Aminosiure |

Asp[mgl] 22 21 20 18 10 8 7 7
Glu[mg] 22 34 40 29 4 1 0 O
Asn[mgl] 36 31 24 13 4 2 1 1

N Ser[mgl] 46 36 25 16 10 12 6 5
= Gly[mgl] 40 42 51 56 51 53 52 53
o Alafmgl] 2 5 9 13 13 6 6 3
&5 Gin[mg/l] 163 89 17 0 0 0 0 O
Asp[mgl] 20 19 21 19 15 8 6 7
Glu[mg/] 20 23 27 29 18 1 0 O
Asn[mgl] 33 30 24 18 9 4 3 2

5 Serfmgl] 41 36 33 16 8 6 4 4
o Gly[mg/l] 39 44 49 59 56 58 57 63
= Alafmgl] 1 5 10 12 10 7 5 4
x Gin[mg/l] 155 111 30 0 O O O O
Asp[mgl] 21 20 21 16 10 5 6 7
Glu[mg] 21 24 29 22 5 0 0 O
Asn[mgl] 34 32 25 15 6 3 2 2

o Ser[mgl] 44 38 32 16 9 5 7 5
N Gly[mgl] 50 43 53 54 57 47 50 51
g Alajmgl] 2 5 10 11 11 5 4
x Gin[mg/] 142 102 36 8 0 0O 0 O

Tab. 3.A11 Aminosaure-K onzentrationen von LPC0O1
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Zeit [h] - 0 24 Zeit [h] » 0 19 44 70 93
Aminosaure | Aminosaure |
Asp[mgl] 20 20 Asp[mgl] 24 22 - - -
Glu[mgl] 20 26 Glu[mgl] 24 37 - - -
Asn[mgl] 33 32 Asn[mgl] 39 30 - - -
Ser[mg/l] 43 39 Ser[mg/l] 51 36 - - -
e Gly[mgll 42 44 = Gly[mgl] 45 50 - - -
E Ala[mg/I] 2 4 2 Ala[mgl] 2 12 -~ - -
o Gin[mg/] 141 117 2 Gln[mg/ll] 383 248 - - -
Asp[mgl] 19 20 Asp[mgl] 20 20 20 20 19
Glu[mgl] 18 27 Glu[mgl] 20 28 46 57 60
Asn[mgl] 28 28 Asn[mgl] 33 30 22 15 10
5 Ser[mg/l] 41 38 S Ser[mg/l] 42 34 18 9 6
o Gly[mgl] 44 36 = Gly[mg/l] 40 45 48 50 50
g Ala[mg/] 4 7 g Ala[mgl] 2 10 23 30 29
< Gln[mg/] 135 106 < GIn[mg/l] 209 158 56 19 O
Asp[mgl] 19 18 Asp[mgl] 22 20 21 20 18
Glu[mgl] 18 21 Glu[mgl] 21 31 49 56 56
Asn[mgl] 28 26 Asn[mgl] 35 30 22 14 9
5 Ser[mg/l] 40 34 o Ser[mg/l] 46 32 17 8 6
N Gly[mgl] 39 37 ~ Gly[mg/ll] 43 47 48 50 44
= Ala[mgl] 4 8 = Alafmgl] 3 10 24 30 28
< Gin[mg!] 134 99 < Gin[mg/l] 213 152 43 9 0
Tab. A12 Aminosaure-Konzentrationen von Tab. A13 Aminosaure-Konzentrationen von TO1

LPCO01, Scherexperiment
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Zeit [n] - 0 19 41 66 89 114 145 157
Aminosaure |
Referenz Asp[mgl] 21 20 19 14 12 9 9 9
Glu[mg/l] 20 36 42 30 14 5 5 4
Asn[mg/l] 33 26 14 4 1 0 0 0
Ser [mg/l] 42 27 11 7 8 7 6 5
Gly[mg/l] 40 44 47 a7 38 39 36 35
Ala[mg/l] 2 12 22 27 25 20 7 8
Gln[mg/l] 211 93 0 0 0 0 0 0
Kultur 150 Asp[mgl] 21 21 21 20 20 20 21
Glu[mg/l] 21 40 55 61 62 58 57 -
Asn[mg/l] 35 30 22 15 11 9 7 --
Ser [mg/l] 43 30 17 9 6 7 4 -

Gly[mgl] 42 51 53 56 50 49 59 -
Ala[mgl] 2 16 27 32 32 31 32 -
Gin[mgl] 220 118 37 14 0 0 0 -

Kultur 7511 Asp[mgl] 21 21 21 22 21 - = =
Glu[mg/] 21 28 38 48 48  -- - -
Asn[mgl] 35 32 27 21 18 - - -
Ser[mg/l] 44 36 27 18 15  -- - -
Gly[mg/l] 42 45 45 51 51 - - -

Ala[mg/] 2 9 22 32 33 -- -- -
Gin[mg/l] 219 150 82 33 25 -- -- -
Kultur 751 Asp[mgl] 21 20 21 - - - - -

Glumgl] 21 35 57 - - - ~ -
Asn[mgl] 34 29 21 - - - ~ -
Ser[mgl] 43 30 15  -- - - ~ -
Gly[mgl] 43 48 52 - - - ~ -
Ala[mgl] 2 13 26 -- - - - -
Gin[mg!] 217 123 29 - - - ~ -

Tab. A14 Aminosidure-Konzentrationen von LTO1

Zeit [h] - 0 24 Zeit [h] - 0 24
Aminosdure | Kultur 7511 Asp[mg/l] 21 21
Referenz Asp[mgl] 21 21 Glu[mg/l] 21 25
Glu[mg/l] 21 33 Asn[mgl] 34 33
Asn[mgl] 34 30 Ser [mg/l] 44 44
Ser [mg/l] 45 38 Gly [mg/l] 46 49
Gly[mg/l] 44 48 Ala[mgl] 3 6
Ala[mgl1] 3 9 GIn[mg/l] 158 143
Gln[mgl] 155 111
Kultur 150 Asp[mgl] 21 22 Tab. A15 Aminosdure-Konzentrationen von LTO1
Glu[mgl] 21 30 Scherexperiment

Asn[mg/l] 33 32
Ser [mg/l] 45 41
Gly[mg/l] 46 51
Ala[mg/l] 3 9

Gln[mg/l] 158 131
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Zeit[h]- 0 19 44 70 93 Zeit [h] - 0 23 46 70 94120145
Amino- Amino-
saure | saure |
Asp[mgll] 46 51 45 24 28 Asp[mg/l] 41 36 37 36 28 17 14
Glu[mg/l] 26 42 37 18 10 Glu[mg/l] 22 33 40 38 26 5 1
Asn[mg/ll] 117 94 58 35 4 Asn[mgl] 82 70 62 52 32 12 5
Ser[mg/l] 138 118 80 48 30 Ser[mg/l] 120 98 88 82 57 39 23

£|Gly[mgl] 54 55 52 75 98 c|Glymgl] 34 34 39 43 46 47 51

g Alalmgl] 6 20 37 43 42 % Alajmg/l] 0 8 13 22 26 29 20

x| GIn[mg/l] 175 112 47 36 41 @|GIn[mg/] 198 122 50 15 0 0 O
Asp[mgl] 42 40 38 31 25 Asp[mgl] 38 38 38 39 39 39 37
Glu[mg/l] 24 36 44 33 20 Glu[mg/ll] 21 29 39 46 50 49 43
Asn[mg/l] 107 99 77 51 28 Asn[mgll] 77 77 70 66 57 49 40
Ser[mg/l] 128 114 84 52 31 Ser[mg/l] 112 109 99 93 81 69 56

‘1 Gly[mg/ll] 67 66 77 92 98 “lGly[mg/l] 33 36 39 42 45 49 51

Z|Alalmg] 4 17 46 56 54 Z|Ala[mgl] 0 0 17 20 17 16 23

¥ | GIn[mg/l] 163 119 54 46 43 ¥ | GIn[mg/l] 184 151 100 72 41 25 17
Asp[mgl] 41 39 37 28 26 Asp[mgl] 38 38 38 37 34 26 18
Glu[mg/l] 23 35 41 30 22 Glu[mg/l] 20 36 44 43 39 19 5
Asn[mgl] 103 93 73 50 34 Asn[mgll] 76 73 64 56 42 25 13

| Serlmg/] 123 105 81 49 33 o | Ser[mg/] 110 102 89 79 61 45 31

YlGly[mgl] 63 59 71 73100 N|Gly[mgl] 33 36 38 41 48 51 53

S|Aalmgl] 5 17 41 45 47 ZfAla[mgl] 0 15 19 23 27 29 30

¥ | GIn[mgl] 158 107 49 39 45 “|GIn[mg/!] 184 126 60 24 0 0 O

Tab. A16 Aminosiure-Konzentrationen

von RO5
Zeit [h] -» 0 24
Amino-
saure |
Referenz Asp[mg/l] 38 39
Glu[mg/l] 20 32
Asn[mg/l] 155 145
Ser [mg/l] 111 106
Gly[mg/l] 34 35
Alafmg/] 0 11
GIn[mg/l] 236 178
Kultur 5 Asp[mg/l] 37 38
Glu[mg/l] 20 28
Asn[mg/l] 153 151
Ser [mg/l] 109 111
Gly[mg/l] 33 35
Ala[mgl] O 0
GIn[mg/l] 225 195

Tab. A17 Aminosidure-Konzentrationen von LR

Zeit [h] -» 0 24

Kultur 2,5 Asp[mg/l] 37 39
Glu[mg/l] 19 26

Asn[mg/l] 148 150

Ser [mg/l] 107 112

Gly[mg/l] 33 36

Alafmg/] 0 11

Gln[mg/l] 231 203

Tab. A17 Aminosaure-K onzentrationen
von LR, Scherexperiment
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Zeit [h] - 0 16 42 66 91 Zeit [h] - 0 19 47 66 92
Amino- Amino-
saure | saure |

n[Asp[mgl] 43 48 41 38 37 n| Asp[mgl] 40 38 36 35 26

S| Glulmgl] 23 36 45 44 39 ©| Glu[mgl] 21 29 37 32 19

T|Asn[mgl] 104 116 90 72 55 | Asi[mgl] 79 76 66 56 34
Ser[mg/l] 120 130 99 78 62 Ser[mg/l] 119 108 87 72 44
Gly[mg/l] 42 49 46 50 56 Gly[mg/l] 36 40 49 49 50
Ala[mg/l] 0 16 22 23 25 Alafmgl] 0 13 28 32 36
Gin[mg/l] 165 151 64 23 0 GIn[mg/l] 265 210 98 39 0

g|Aw[mgl] 41 38 37 35 41 g| Asp[mgl] 39 34 33 31 24

| Glu[mgl] 22 31 44 44 46 | Glu[mgl] 21 27 33 29 16

% Asn[mg/l] 102 93 80 65 60 % Asn[mg/l] 78 69 60 52 33

| Ser[mg/l] 117 103 87 70 67 2| Ser[mgl] 117 99 79 67 45
Gly[mg/l] 41 42 43 48 65 Gly[mgl] 36 37 41 45 53
Ala[mg/l] 0 16 23 25 29 Alajmgl] 0 13 26 33 37
Gin[mg/l] 162 118 54 22 14 GIn[mg/l] 259 187 88 42 0

w|Asp[mgl] 40 36 41 40 39 w| Asp[mgl] 40 36 35 32 -

=|Glu[mgl] 22 30 51 53 48 =| Glu[mgi] 21 29 38 33 -

S|Asn[mgl] 101 89 88 76 61 S| Asn[mgl] 79 71 65 57 --

| sermg/] 116 98 96 84 70 *| Ser[mgl] 117 100 83 66 --
Gly[mg/l] 41 41 47 51 52 Gly[mgl] 35 36 44 58 --
Ala[mg/l] 0 15 23 24 23 Ala[mg/l] 0 15 28 32 -
GIn[mg/l] 161 110 58 30 17 GIn[mg/l] 261 189 96 52 --

Tab. A18 Aminosaure-K onzentrationen Tab.A19 Aminosiure-K onzentrationen

von -CDO01 von M-CDO01
Zeit[h]- 0 19 42 68 91 Zeit[h]= O 19 42 68 91
Amino 37°C 31°C Amino- 37°C 31°C
saure | ! saure | !

n[Asp[mgl] 21 21 19 17 15 g|AseImgll 18 21 215 22 20

§|CGlulmgl] 21 40 42 33 28 | Glu[mgl] 19 38 45 48 46

T|Asn[mgl] 34 26 13 5 3 % Asn[mgl] 30 27 17 11 6
Ser[mgl] 42 29 13 10 8 | Ser[mg] 37 28 16 13 8
Gly[mg/l] 36 41 45 44 43 Gly[mg/l] 32 39 41 46 48
Ala[mg/l] 0 22 29 33 36 Ala[mgl] 0 15 27 33 34
Gin[mgl] 214 96 0 0 0 Gin[mg/] 185 108 29 0 O

w|Asp[mgl] 20 20 18 17 16 o

T|CGlulmgl] 20 40 45 43 39 Tab. A20 Aminoséure-K onzentrationen

gAsn[mgn] 32 26 11 5 3 von CTO1

| Ser[mgl] 39 29 10 9 8
Gly[mgl] 34 39 42 49 50
Alalmgl] 0 0 22 22 22
Gin[mgl] 198 104 0 0 0




6 Anhang 187
Zeit [h] - 0 18 44 68 92 Zeit [h] - 0 20 44 68 93
Aimmo 37°C 31°C Aimmo
saure | : saure |
Asp[mgl] 20 20 24 26 26 Asp[mgl] 23 21 21 23 24

Glu[mgl] 20 29 48 52 51 Glu[mg/] 23 31 44 50 54
Asn[mgl] 32 27 21 18 15 Asn[mgl] 37 31 24 20 16
Ser[mgl] 40 31 19 18 16 Ser[mgll] 47 38 26 21 17
c|Gly[mgl] 34 35 43 47 46 e|Gly[mgl] 44 41 43 47 50

% Ala[mgl] 0 14 25 32 33 % Alajmgl] 0 0 18 26 29

@|GIn[mgl] 194 123 52 36 25 | GIn[mgl] 231 163 91 61 39
Asp[mgl] 18 20 22 22 26 Asp[mgl] 20 21 21 22 23

Glu[mg/l] 18 27 39 40 47 Glu[mg/] 20 31 44 50 54
Asn[mgl] 29 27 22 18 17 Asn[mgl] 33 32 26 22 19

ol Serimgi] 37 32 21, 16 17 Ser[mgl] 41 41 31 25 20

“lGlymgl] 31 35 38 39 44 lGly[mg/l] 37 41 43 47 53

g Ala[mgl] 0 13 20, 23 21 g Ala[mg/l] - - - - -

¥|GIn[mgl] 180 130 65 45 37 ¥ | GIn[mgl] 200 172 109 83 65
Asp[mgll] 20 21 24 24 24 Asp[mgl] 20 22 23 23 24

Glu[mgl] 20 30 46 49 50 Glu[mg/l] 21 32 44 47 51
Asn[mgl] 32 27 22 19 17 Asn[mgl] 33 32 27 21 18
Ser[mgl] 40 32 21 17 14 Ser[mgl] 41 39 30 22 18

WlGly[mgl] 33 36 42 43 43 &l clymgl] 37 41 45 47 50

5|Ala[mgl] 0 14 22 26 26 5|Aa[mgl] - - - - -

S|cinimgl] 194 120 58 43 34 3| cinimgn] 207 169 107 74 57

Tab. A21 Aminosiaure-Konzentrationen Tab. A22 Aminosaure-Konzentrationen

von CHTO1 von RTO1
Zeit [h] - 0 12 37 62 85 Zeit [h] - 0 12 37 62 85
Amino- Amino-
saure | saure |

n[Aw[mgl] 20 20 26 29 26 w[Asp[mgl] 20 20 24 26 27
S| cluimgn] 20 32 62 69 57 =|Glu[mgl] 19 32 59 64 62
T|As[mgl] 32 30 26 17 10 S|Asn[mgl] 32 30 24 16 9
Ser[mgl] 43 38 30 17 11 | Ser[mg/] 43 39 29 19 13
Gly[mgll] 45 46 49 52 48 Gly[mgll] 45 46 47 49 51
Ala[mgl] 2 3 10 18 23 Ala[mgl] 2 4 10 16 23
GIn[mg/l] 319 262 172 67 15 GIn[mg/ll] 330 264 160 61 10
g[AwImg] 20 21 22 20 29
| Glu[mgl] 20 31 47 64 63 Tab. A23 Aminosiure-K onzentrationen
S|Asn[mgl] 33 31 20 15 8 von CHCO1
| Ser[mg/] 45 39 27 19 13
Gly[mgll] 46 49 42 52 54
Alalmgl] 2 3 8 15 21
GIn[mg/ll] 334 273 132 58 10
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Zeit [h] » 0 19 43 77 94
Amino-
saure |
~n[A[mgll 20 27 30 22 17
o|Glulmgl] 18 44 54 38 25
o[Asm[mgl] 31 31 18 3 1
Ser[mg/l] 40 34 15 6 6
Gly[mgl] 42 46 40 37 37
Alajmgl] 3 13 26 30 29
Gin[mg/] 435 252 58 0 O
S|[Awmgll 20 25 32 35 31
| Glumgi] 19 40 54 63 56
SlAsn[mgl] 33 30 19 6 3
| Serimg/l] 47 33 17 6 6
Gly[mgl] 44 40 39 45 45
Alajmgl] 2 11 23 32 32
Gin[mg/l] 462 269 76 0 0
o[AImgl] 20 24 32 28 20
=|Glu[mgl] 19 34 55 52 36
S|Asn[mgl] 33 28 20 4 2
|l Serimgl] 40 31 17 7 6
Gly[mg/l] 43 45 46 44 37
Alalmgl] 2 10 25 31 24
Gin[mgl] 457 241 67 0 0

Tab. A24 Aminosiure-Konzentrationen von

CHPCO1
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B Standardrehen

Coomassie Plus Micro-Test
mit Cholesterin (wasserléslich, Sigma)
0,6
1 a
/I

0,5 .

Extinktion bei 620 nm

— T T T T~ T T T T T 1
60 70 80 90 100 110 120

Cholesterin-Konzentration [mg/l]

Tab. B1 Coaomasse Plus Micro-Test mit Cholesterin (wassrlédich, Sigma)

Lineare Regression Y = A +B * X
Parameter Value Error
1,8 5 A 0,0332  0,02838
] B 0,05558 0,0018
1,6
1,4 1 R SD N P
1,2 0,99687 0,05321 8 <0.0001

Extinktion bei 490 nm

—m—t-PA
lineare Regression

t-PA-Konzentration [ug/l]

Tab. B2 t-PA ELISA-Test, Standardreihe mit lineaer Regresson und Fehler
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C Fotogr afien von gestressten und ungestressten Zellen

Abb. Cl1 Referenz-Kultur vor dem

Scherexperiment

Abb. C3 Kultur 50 mit 50 mg/lI Chol-
saure vor dem Scherexperiment

Abb. C5 Kultur 25 mit 25 mg/l Chol-
saure vor dem Scherexperiment

Abb. C2 Referenz-Kultur nach 3 h
Scherexperiment bei Stufe 12

Abb. C4 Kultur 50 mit 50 mg/lI Chol-
saure nach 3 h Scherexperiment bei
Stufe 12

Abb. C6 Kultur 25 mit 25 mg/l Chol-
saure nach 3 h Scherexperiment bei
Stufe 12
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E Abklrzungen

3-CD [B-Cyclodextrin

n Viskositat

O |okale massenspezfische Energiedisdpation
M gemitteltes Drehmoment (Digitalanzeige)
VAuid Fluid-Geschwindigkeit

(o8 Oberflachenspannung der Zellmembran/Membranspannung
R, Uberlebensrate

T Schubspannung

A Flache

Abb. Abbil dung

abs. absolut

Ala Alanin

Arg Arginin

Asn Asparagin

Asp Asparaginséure

ATP Adenosintriphosphat

BCA Bicinchinoninic Acid

BHK Baby hamster kidney

BSA Bed serum albumin

CDP Cytidinphosphat

CHO Chineese hamster ovary

Cys Cystein

D Scherrate

dkol Kolmogoroff-Durchmesser

dv/dx Geschwindigkeitsgradient

ELISA enzyme linked immuno sorbent assy
EtOH Ethanol

F Scherkraft

GIn Glutamin

Glu Glutaminsdure

Gly Glycin

h Spalthéhe

HCI SalzsAure

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazino]-ethansul fonsiure
His Histidin

HPLC High Performance Liquid Chromatography
Kap. Kapite

e Isoleucin

LDH L aktatdehydrogenase

Lys Lysin

M Molar (=Mol pro Liter)

M Drehmoment

Met Methionin

Methyl-CD Methylcycl odextrin
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M-CD Methyl-Cycl odextrin

Mio. Millionen

NaOH Natriumhydroxid

Nr. Nummer

OPA ortho-Phthal al dehyd

PC Phosphatidylchalin

PE Phophatidylethanolamin

PEG Polyethylenglycoal

PF68 Pluronic F68

Phe Phenylalanin

PVA Polyvinylalkohol

PVP Polyvinylpyrrolidin

r Spaltgrofde im Viskosimeter

Re Reynolds-Zahl

Rs Uberlebensrate (prozentuale Anteil der lebenden Zellen nach dem Experiment in
Bezug auf die Lebendzellzahl zu Beginn)

RP reversed phase

r, Zdlradius

Ser Serin

SF Spodoptera frugiperda

TBP Tryptose Phosphat Broth (Typtose-Phosphat-L 6sung)

texperiment Dauer des Experiments

Thr Threonin

Tab. Tabelle

t-PA tissue Plasminogen-Activator

TPB Trytose phosphate broth (Tryptosephoshat-Briihe)

Trp Tryptophan

Tyr Tyrosin

va Valin

Wil K olmogoroff-Rotati onsgeschwindigkeit

Ze Zelen

i zell spezifische Wachstumsrate

X L ebendzell konzentration

t Zeit

Iy Wachstumsgeschwindigkeit

spezifischer Verbrauchsraten
mittlere Lebendzell zahl

Qs
X
S Substratkonzentration
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