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Kurzzusammenfassung 1

Kurzzusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden neue Anwendungen fiir die Durchflusszytometrie entwickelt
und bereits bestehende Messmethoden erweitert. Von besonderem Interesse war die Messung
zeitabhéngiger Phinomene in biotechnologischen Systemen.

DNA kann als anionisches Biomolekiil an kationische Schichthydroxide binden. Durch sta-
tische Messungen wurde die Bindungskapazitit bestimmt und mittels Durchflusszytometrie
verifiziert. Zur Untersuchung der schnellen Bindungsvorgidnge wurde ein Injektionssystem ent-
wickelt, welches es ermdoglichte wiahrend der laufenden Messung Analyten in die vorgelegte
Suspension zu geben. Somit konnte die Bindungszeit und die relative Menge an adsorbierter
fluoreszenz-markierter DNA an das suspendierte Hydrotalcit bestimmt werden. Auf diesem
Weg konnte eine Aussage liber das Bindungsverhalten von DNA an verschiedene Hydrotalcite
gemacht werden

Synchrone S. cerevisiae-Kulturen wurden {iiber einen Zeitraum von mehreren, aufeinan-
derfolgenden Oszillationen durchflusszytometrisch untersucht, um néhere Informationen tiber
die biochemischen Verdnderungen innerhalb der Hefezelle wihrend der Oszillation zu erhal-
ten. Durch die Verwendung des Lipid-Fluoreszenzfabstoffs BODIPY, der im Gegensatz zu
anderen Lipidfarbstoffen eine hohere Sensitivitat aufweist, war eine verbesserte Lipidanalyse
moglich. In Kombination mit weiteren Multiparameteranalysen, war es moglich, Modelle zur
Vorhersage des Oszillationsverhaltens zu erstellen.

Die Transplantation von Stammzellen des Knochenmarks in einen durch Herzinfarkt ab-
gestorbenen Herzmuskel kénnen seine Regeneration induzieren. Aus Spenderméusen wurde
Knochenmark isoliert und durch FACS wurden die lin”®9-Stammzellen angereichert. Nach
Transduktion mit einem eGFP-Gen und nochmaliger FACS Anreicherung wurden die eGFP-
exprimierenden Stammzellen in Empfangerméuse transplantiert (fiir weitere Informationen
sei auf die laufende Dissertation von D. Kotlarz, MH-Hannover verwiesen).

Der als 2-Punkt-Messung etablierte Resazurin-Toxizitatstest wurde als kontinuierliche Mes-
sung durchgefiihrt. Dadurch konnte die Reaktion der vier eingesetzten Zelllinien auf die
drei Testsubstanzen (Ratjadon, Callystatin, JJ34) detaillierter iiberwacht werden. Durch Ein-
satz von jeweils zwei getrennt geschlechtlichen Zelllinien (Gebarmutter-Prostat; Lungenkrebs
méannlich-weiblich) konnten Aussagen iiber die geschlechtsspezifischen Reaktionen der Zellen
auf die Wirkstoffe gemacht werden. Anschliefsend wurde mithilfe von durchflusszytometrischen
Messungen auf das Auslésen von Apoptose und die Beeinflussung des Zellzyklus untersucht.
Alle Substanzen zeigten einen Effekt auf den Zellzyklus, Ratjadon und JJ34 verursachten eine
Arretierung in Gi- und Callystatin in Ga-Phase. Ratjadon und JJ34 16sten zudem Apoptose
aus.

Die Untersuchung von grofsen Teilchen ist bereits géingige Praxis in der durchflusszyto-
metrischen Analytik. Durch die Verwendung eines FACS mit einem Diisendurchmesser von
400 pm war es moglich, zellbewachsene Microcarrier zu untersuchen. Der Bedeckungsgrad
der Microcarrier konnte anhand des Streulicht /Fluoreszenzlicht-Verhéltnis bestimmt werden.
Mithilfe dieser Methode war es mdoglich den Bedeckungsgrad schnell und reproduzierbar zu
bestimmen. Eine neuartige Bildauswertung erlaubte es, In-situ-Mikroskop-Bilder einer Cyto-
dex 1-Microcarrier-Fermentation nach dem Bedeckungsgrad der Microcarrier zu bewerten.
Durch die Grauwertverteilung innerhalb der abgebildeten Microcarrier konnte auf den Bede-
ckungsgrad zuriickgeschlossen werden.

Stichworte: Durchflusszytometrie, FACS, In-vitro-Toxizitét, Microcarrier, DNA Adsorption,
kinetische Messung, synchrone S. cerevisiae
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Abstract 3

Abstract

In the present study the improvement of established methods and the development of new
applications in flow cytometric analysis was achieved. Especially time dependent phenomena
in biological systems were monitored.

As an anionic biomolecule DNA is believed of bind onto cationic exchange matrices like
layered double hydroxides (LDH). To examine the binding kinetics of the DNA-LDH interac-
tion a new flow cytometer injection chamber was developed. The new setup allowed to inject
sample and /or analyte into the running analysis. By injecting fluorescent labelled DNA into a
LDH-suspension the binding kinetics and the relative amount of bound DNA was determined.

In this work synchronous S. cerevisiae cultivations were examined by flow cytometry to gain
informations about the biochemical processes in the yeast cell during oscillation. By using the
lipid dye BODIPY, which has a higher sensitivity compared with eg. nile red an improved
lipid-analysis was established. With the combination of several multiparameter analysis a
mathematical model for the prediction of oscillating biological systems could be introduced.

By transplantation of bone marrow stem cells it could be possible to rebuild the necrotic
areas of a cardiac infarction by induction of cardiomyocite regeneration. Mouse bone marrow
cells were enriched by FACS, the gained stem-cells were transfected with an eGFP-gene and
after additional FACS purification transplanted into mice (for further informations refer to
the thesis of D. Kotlarz, MH-Hannover).

The widely used resazurin cytotoxicity-test was extended from a 2-point measurement to-
wards a kinetic measurement. By this extension a more detailed observation of cytotoxic
effects of new natural substances was possible. Three different substances (Ratjadon, Cally-
statin, JJ34) were used for the in vitro toxicity testing on four human cell lines. After the
determination of the dose-effect relationship and the selection of the cell line with the highest
sensitivity this cell line was chosen for further experiments. It was shown that two substances
cause apoptotic death. Furthermore, all substances showed a significant effect on the cell cycle
Ratjadon and JJ34 with a G; and Callystatin with a Gy arrest.

The analysis of large particles is widely used in routine analysis of flow cytometry. By
using a FACS with a nozzle-orifice of 400 pm the analysis of cell-covered microcarriers was
possible. By plotting scattered light vs. fluorescent light four defined regions were selected
within the dotplot. The setup allowed the differentiation of microcarriers with small, medium
and maximum number of cells on the carrier and of single cells and cell clusters. By choosing
this method the determination of the cell inoculum was performed fast and reliable.

In addition to the flow cytometric determination of the cell inoculum an new image analysis
for microcarrier fermentations was developed. The system based on the microscopic images ge-
nerated by either a standard phase-contrast microscope or an in-situ-microscope. The images
of cytodex 1-microcarriers proved to be an ideal model for the image analysis. The microcarri-
ers in the image were isolated and analysed according to their greyscale pattern. It was found
that with increasing cell inoculum the part of mid-grey colours increased. After automating
this image analysis and calibration of the cell number/greyscale pattern-relationship it could
be possible to analyse microcarrier fermentations on-line.

keywords: flow cytometry, FACS, in vitro toxicity, microcarrier, DNA adsorption, kinetic
measurements, synchronous S. cerevisiae
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1 Einleitung und Zielsetzung )

1 Einleitung und Zielsetzung

Die Verwendung von humanen und tierischen Zellen ist in den letzten 20 Jahren in vielen Be-
reichen der Lebenswissenschaften zur Routineanwendung geworden. Dabei werden die Zellen
nicht nur in der Grundlagenforschung verwendet, sie werden zur Produktion pharmazeutisch
wirksamer Substanzen, zur Bestimmung der Zytotoxizitit/Biokompatibilitdt von Materialien
und als Priméarkultur (autogene, syngene, allogene Zellen) im Bereich der Medizin eingesetzt.
Fiir die erfolgreiche Durchfiihrung von biotechnologischer Forschung und Produktion ist die
Zellanalytik von entscheidender Bedeutung. Nur eine kontinuierliche Kontrolle der physischen
und biochemischen Parameter der Zelle garantiert Ergebnissicherheit und erméglicht es, die
Kultivierungsbedingungen gezielt zu beeinflussen.

Seit der Entwicklung der Durchflusszytometrie hat sich ihr Anwendungsspektrum erheblich
ausgeweitet; entwickelt wurde sie zu Beginn der 70er Jahre fiir die medizinische Diagnostik.
Mittlerweile hat sich die Durchflusszytometrie als analytisches und préparatives Verfahren
in vielen Bereichen der Biologie, Biotechnologie und Medizin etabliert. Von entscheidender
Bedeutung war dabei nicht nur die Entwicklung von leistungsféhigeren Gerdten sondern auch
die Entwicklung und Validierung neuer Farbemethoden. Ziel dieser Arbeit ist es, bestehende

durchflusszytometrische Verfahren auszubauen und neue Methoden zu entwickeln.

In-Vitro-Testung

In In-vitro-Untersuchungen sollen neuartige Wirkstoffe auf ihre proliferationshemmende Wir-
kung hin untersucht werden. Drei synthetisch hergestellte Wirkstoffe sollen dazu an vier Zell-
linien getestet werden. Dazu sollen jeweils zwei Zelllinien ménnlicher und weiblicher Herkunft
verwendet werden; zwei gleicher Herkunft (Lunge) und zwei von geschlechtsspezifischen Tumo-
ren (Gebarmutter, Prostata). Mogliche geschlechtsspezifische Reaktionen auf die Wirkstoffe
sollen dabei offengelegt werden. Zunéchst soll die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der
Wirkstoffe mithilfe eines Resazurin-Schnelltests aufgenommen werden. Dieser Test soll als
kontinuierliche /kinetische Messung durchgefiihrt werden, um ein Wirkungsprofil zu erhalten.
Nach Bestimmung der Zelllinie mit der hochsten Sensitivitat gegeniiber der Wirkstoffe sollen
weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden. Mithilfe durchflusszytometrischer Messungen
soll untersucht werden, ob die Substanzen in der Zelllinie Apoptose auslésen und ob eine

Storung des Zellzyklus stattfindet.

Online-Analyse von Microcarriern

Die Analyse von Zellverbénden ist fiir die Durchflusszytometrie ein noch wenig etabliertes Ana-
lysenverfahren. Bei der Kultivierung von Microcarriern mit der Fibroblastenzelllinie NIH-3T3
soll untersucht werden, ob sich die Durchflusszytometrie eignet, den Bedeckungsgrad der Car-
rier zu bestimmen. Weiterhin soll ein In-Situ-Mikroskop zur offline und online Beobachtung

der Microcarrierkultivierungen eingesetzt werden. Ziel ist es dabei ein Verfahren zur Aus-
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wertung der Microcarrieraufnahmen zu entwickeln, welches es erlaubt den Bedeckungsgrad
abzuschétzen. Nach Auswahl eines geeigneten Microcarriers sollen die Ergebnisse aus den La-
borversuchen in einen 5 1 Bioreaktor iibertragen werden. Die Ergebnisse der zytometrischen
und In-situ-Mikroskop-Messungen sollen mit den Messungen der manuellen Zahlung vergli-

chen werden.

Stammzell Aufreinigung

Die Durchflusszytometrie dient als praparatives Verfahren mit dem Zellen mit definierten Cha-
rakteristika aus einer inhomogenen Zellsuspension isoliert werden kénnen. In dem vorliegenden
Projekt sollen Maus-Knochenmarksstammzellen aufgereinigt werden. Nach In-vitro-Expansi-
on sollen die eGFP-transformierten Zellen erneut aufgereinigt werden, um eine Reinheit von

> 90 % zu erreichen.

DNA-Bindung an Hydrotalcit

Aufgrund der hohen Messgeschwindigkeit von mehreren tausend detektierbaren Ereignissen
pro Sekunde eignet sich die Durchflusszytometrie fiir kinetische Bindungsstudien. Als an-
organisches System sollen zwei Hydrotalcite in calcinierter und uncalcinierter Form auf ih-
re DNA-Bindungseigenschaften durchflusszytometrisch untersucht werden. Zunéchst soll die
statische Bindungseigenschaft photometrisch bestimmt werden. Ziel ist es diese Ergebnisse
mittels Durchflusszytometrie zu verifizieren. Weiterhin soll die Probenhalterung so verdndert
werden, dass wahrend der Messung eine Losung von fluoreszenz-markierter DNA zugegeben
werden kann. Ziel ist es diese Messung iiber einen Zeitraum von mehreren Minuten durch-
zufithren. Somit sollen sich Aussagen tiber die Bindungsmenge und -kinetik der Hydrotalcite

treffen lassen.

oszillierende Hefen

Das Oszillationsverhalten von S. cerevisiae ist bereits Gegenstand mehrerer Forschungsarbei-
ten. In diesem Teil der Arbeit soll untersucht werden, welche biochemischen Parameter an dem
Ostzillationsverhalten beteiligt sind. Dazu sollen aus einer synchronen Hefe-Fermentation in
kurzen zeitlichen Abstédnden Proben gezogen werden und durchflusszytometrisch untersucht
werden. Relevante Messgrofsen sind dabei Morphologie, Protein- und Lipidgehalt sowie der
Zellzyklus. Diese Daten sollen zunéchst mit Online-Messwerten und 2-D-Fluoreszenz-Daten
verglichen und anschlieffend in ein Modell zur Vorhersage des Ostzillationsverhaltens {ibertra-

gen werden.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Durchflusszytometrie

In der Zytologie beschéftigt man sich mit dem Bau und der Funktion von pflanzlichen, tieri-
schen und menschlichen Zellen und ihrer Organellen. Durch die Verwendung der Fluoreszenz-
mikroskopie im Zusammenspiel mit Farbetechniken erhélt man schnell Informationen iiber
die Proliferation, Differenzierung und die Viabilitdt der Zelle. Jedoch ist diese Form der Ana-
lyse von dem personlichen Eindruck des Beobachters gepragt, es fehlt eine reproduzierbare
numerische Angabe; zudem ldsst sich mit der Mikroskopie nur eine kleine Anzahl von Zel-
len beobachten. Der Bedarf viele Zellen in kurzer Zeit zu messen fiihrte zur Entwicklung der
Durchflusszytometrie. Dabei werden die Zellen in Suspension an einem Objektiv vorbei ge-
fiihrt und von einem fokussierten Lichtstrahl getroffen [I05]. Die emittierte Lichtmenge wird
mithilfe von Photomultipliern und -dioden gemessen. Die Durchflusszytometrie ist ein bereits
seit vielen Jahren etabliertes System in der diagnostischen Medizin, mit dessen Hilfe spezifi-
sche Tumor-Antigene, Proliferationsaktivitdt und Zellzyklusanomalien schnell und zuverléssig
analysiert werden konnen. Neue Durchflusszytometer konnen, bis zu zehn verschiedene Mess-
grofen (Streu- und Fluoreszenzlicht) fiir jede erfasste Zelle messen. Als Ergebnis einer Messung
erhélt man deren Verteilung iiber die Zellpopulation. Sie lassen sich in morphologische und
Fluoreszenz-Messgroften einteilen. Die morphologischen Messgrofsen werden durch das Vor-
warts- und Seitwartsstreulicht wiedergegeben, wobei das Vorwértsstreulicht mit der Grofe
und das Seitwartsstreulicht mit der Granularitdt bzw. internen Komplexitit der untersuchten
Partikel korreliert. Die Fluoreszenzintensitiaten hiangen in erster Linie von den eingesetzten
Farbstoffen ab. Mittlerweile existieren eine Vielzahl von Farbstoffen fiir zahlreiche Fragestel-
lungen. In Tabelle 2.1 auf der folgenden Seite sind einige Farbstoffe mit den spektroskopischen

Charakteristika und mit Anwendungsbeispielen aufgelistet!.

Zytometer

Durchflusszytometer gliedern sich in das Fliissigkeitssystem zum Transport der Zellen zur
Detektionskammer, das optische System zur Bestrahlung und Detektion der Zellen und das

elektronische System zur Datenerfassung und Steuerung [37, [105].

Flissigkeitssystem
Der schematische Aufbau des Fliissigkeitssystems ist in Abbildung auf Seite [9] wiedergege-
ben. Die gefirbten Zellen werden durch Uberdruck von dem Probenréhrchen in die Flusszelle

gedriickt. Dabei ist es notwendig, dass die Zellen den Analysepunkt einzeln und nacheinan-

1 Aus Griinden der Ubersichtlichkeit werden hier die Abkiirzungen der Farbstoffe verwendet. Die systemati-
schen Namen sind im Anhang @ auf Seite wiedergegeben.
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Farbstoff Ex [nm] | Em [nm] Anwendung
BODIPY®* [31] 493 503 Neutrallipide
Nil Rot*[34] 552 636 Neutrallipide
Annexin V/FITC# [120] 494 518 Apoptose (Phosphatidylserine)
Indo-1 AM* [14] 330-346 | 401 (hohe [Ca?*]) intrazellulire Ca?*-Konzentration
475 (niedrige [Ca?T])
BCECF-AM* [63] 95| [103] | 494 518 intrazellulérer pH-Wert
DAPI# [75] 358 461 (DNA) DNA/RNA-Anfirbung
500 (RNA)
Hoechst 33342* [6] 350 461 DNA-Anfiarbung
PI* [123] 535 617 DNA-Anféirbung
Sytox® Griint [69] 504 523 DNA-Anfibung
DiOCg(3)* [105] 484 501 Mitochondriales Potential
CFDA-AM* [96] 125] 492 517 Langzeit-Zellverfolgung

Tab. 2.1: In der Durchflusszytometrie verwendete Fluoreszenzfarbstoffe. Das * kennzeichnet
zellpermeable, das ¥ kennzeichnet zellimpermeable Fluoreszenzfarbstoffe. Angegeben sind die
Wellenlédngen mit der héchsten Extinktion/Emission sowie der Anwendungsbereich.

der passieren. Dies wird durch die hydrodynamische Fokussierung erreicht [51], bei der der
Probenstrom in einen partikelfreien Hiillstrom aus isotonischer Losung injiziert wird. Dieser
Fliissigkeitsstrom fliefst anschliefsend durch eine Kiivette (geschlossenes Zytometer) oder Diise
(offenes Zytometer). Vom Funktionsprinzip werden zwei Systeme unterschieden, zum einen
analytische Durchflusszytometer, bei denen die Probe nach der Messung verworfen wird, und
zum anderen Fluoreszenz-aktivierte Zell-Sorter (FACS = Fluorescence activated cell sorter),
bei denen eine gewiinschte Zellpopulation durch elektrostatische Ablenkung heraussortiert
werden kann.

Ublicherweise ist der Kiivettendurchmesser bei geschlossenen Zytometern nicht verinder-
bar, wobei bei offenen Zytometern Diisen-Durchmesser von 50-400 pm Anwendung finden. Die
kritischen Parameter bei einer Messung sind die Einstellungen des Hiillstromdruckes (sheath
pressure) und der Druckdifferenz zwischen Hiillstrom und Probe (sample differential). Die Ein-
stellung des Hillstromdruckes ist in der Regel fest eingestellt und wird nur beim Austausch
der Diise verdndert. Die Erhohung der Druckdifferenz zwischen Hiillstrom und Probe beein-
flusst den Durchmesser des Probenstroms. Eine breitere Verteilung der Partikel innerhalb des

Laserfokus fiihrt zu einem Signal mit einer hoheren Varianz (siche Abbildung ).

Optisches System
In allen Zytometern ist die Optik so angeordnet, dass das einfallende Licht, der Probenstrom
und das Seitwértsstreulicht jeweils senkrecht zueinander stehen. Das optische System besteht

aus der Lichtquelle, den Detektionseinheiten fiir das Vorwérts- und das Seitwértsstreulicht
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Abb. 2.1: Schematischer Aufbau des Fliissigkeitssystems in einem Durchflusszytometer.
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Abb. 2.2: Die Erhéhung des Probendrucks hat Einfluss auf den Durchmesser des Proben-
stroms und somit auf die Varianz der Signale

sowie aus Strahlenteilern und Filtern. Ein bis drei Laser bilden dabei die Lichtquelle, haupt-
séchlich wird der Argon-lonen-Laser mit einer Anregungswellenlénge von 488 nm als Primér-
laser eingesetzt. Die Detektionseinheiten fiir Vorwéarts- und Seitwartsstreulicht sind jeweils
aus einem Objektiv und den Detektionseinheiten aufgebaut. Durch ein Diodenarray wird das
Vorwirtsstreulicht in einem Winkel von 2-20° detektiert. Das Seitwértsstreulicht wird durch
dichroitische Spiegel in bis zu zehn spektrale Bereiche aufgespaltet und durch Photomultiplier
(PMT) detektiert. Der schematische Aufbau des optischen Systems ist in Abbildung auf

der folgenden Seite wiedergegeben.
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Abb. 2.3: Schematischer Aufbau des Strahlengangs in einem Durchflusszytometer. Bei einem
geschlossenen Zytometer sind die Fokussierungen nicht einstellbar.

Elektronisches System

Das elektronische System besteht aus Photomultipliern, die die Lichtsignale in elektrische Si-
gnale umwandeln. Mithilfe eines Computers wird die Verstarkungsspannung der PMTs (i.d. R.
50-1000 V) sowie die Driicke des Fliissigkeitssystems und die Laserleistung gesteuert. Die
Auftragung der Messdaten erfolgt ein- oder zweidimensional. Bei der eindimensionalen Auf-
tragung werden Streulichtparameter oder Fluoreszenzintensitaten gegen die Partikelzahl auf-
getragen (Histogramm), wohingegen bei einer zweidimensionalen Auftragung z. B. Vorwérts-
(FSC) gegen Seitwartsstreulicht (SSC) aufgetragen werden kénnen (Dotplot). In diesen Auf-
tragungen kénnen Bereiche markiert werden und durch Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen bei
weiterfithrenden Untersuchungen niaher untersucht werden (Gating). In Abbildung ist das
Prinzip des Gating wiedergegeben; durch ein Gate im FSC/SSC-Dotplot werden die lebenden

Zellen ausgewahlt und in dem Histogramm nach ihrer Griin-Fluoreszenz hin ausgewertet.
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Abb. 2.4: Dotplot der Vorwérts- (FSC) gegen die Seitwértsstreulichtsignale (SSC) von Maus-
Stammzellen (links). Die ovale Region zeigt das Vitalitatsgate; die hier ausgewéhlten Zellen
sind in dem rechten Histogramm nach ihrer Fluoreszenzintensitit aufgetragen.

Zellsorter

Die Implementierung der Sortier-Moglichkeit in Durchflusszytometern ermdglicht es, Zellen
mit definierten Charakteristika in reiner Form zu isolieren. Dabei kann jeder gemessene Pa-
rameter als Triggergrofe fiir die Selektion dienen. Anhand der Bauweise kénnen Zellsorter in
zwei Gruppen eingeteilt werden. Das erste System basiert darauf, dass der Fliissigkeitsstrom
durch ein Ventil auf zwei Abflussleitungen aufgespalten wird und somit die Zellen je nach
gemessenem Wert sortiert werden. Durch das mechanische Umschalten des Fliissigkeitsstroms

sind solche Zellsorter sehr langsam und werden nur noch selten verwendet.

Das zweite System basiert darauf, dass geladene Fliissigkeitstropfen in einem elektrischen
Feld abgelenkt werden. Zur Erzeugung eines stabilen Tropfenstroms wird die Diise in einem
offenen Zytometer iiber ein Piezoelement in Schwingung versetzt. Die angelegte Schwingung
richtet sich nach dem Durchmesser des Fliissigkeitsstroms und der gewiinschten Sortierge-
schwindigkeit. Durch die Schwingung reifst der Fliissigkeitsstrom nach einer konstanten Stre-
cke (Tropfenabriss-Abstand) in Tropfen ab. Die Bestimmung des Tropfenabriss-Abstands und
seine Konstanz sind entscheidend fiir den Erfolg des Sortierens [I05]. Der schematische Verlauf

des Tropfenstroms ist in Abbildung auf der folgenden Seite wiedergegeben.

Nach dem Verlassen der Diisen6ffnung passieren die Zellen den Detektionspunkt, die Streu-
licht- und Fluoreszenzsignale werden an die Zytometer-Software iibertragen. Wurde eine Zelle
innerhalb des Sortier-Gates detektiert, so wird der Fliissigkeitsstrom, an dem Zeitpunkt zu
dem die Zelle den Tropfenabrisspunkt erreicht hat, mit einer Ladung versehen. Die elektrosta-
tische Ladung des Tropfens (100-200 V) bewirkt eine Ablenkung innerhalb des elektrischen
Feldes zwischen den Ablenkplatten (500-1000 V). Werden die Tropfen mit positiver oder

negativer Ladung mit zwei unterschiedlichen Ladungsdichten versehen, konnen bis zu vier Po-
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Abb. 2.5: Schematischer Verlauf eines Tropfenstroms in einem FACS

pulationen sortiert werden [72]. Der dritte, bzw. fiinfte Tropfenstrom (Zentralstrom) enthélt

die unerwiinschten Zellen und wird verworfen.

2.2 In situ-Mikroskopie

Das In-situ-Mikroskop ist ein optisches Analysensystem zur Bildaufnahme von Mikroorganis-
men (Bakterien, Hefe) und Saugerzellen wahrend der Reaktorkultivierung [111]. Es eignet
sich dabei sowohl fiir kurze batch-Versuche als auch fiir langfristige Perfusionskulturen. Die
Detektionskammer des Mikroskops ist dabei direkt in dem Bioreaktor positioniert und auf
zwei Seiten von Saphirscheiben begrenzt, deren Abstand man den Kultivierungsbedingungen
anpassen kann. Die Bildaufnahme erfolgt im Hellfeld als Durchlichtbild, wobei die Primér-
strukturen das Licht schwéchen und so Helligkeits- und Farbunterschiede zu erkennen sind
[26]. Durch austauschbare Objektive ldsst sich die Vergroferung von 80 bis 400fach variieren.

Eine Digitalkamera nimmt in periodischen Absténden Aufnahmen von der Zellsuspension
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auf, und eine Bildauswertung errechnet daraus die resultierende Zelldichte pro Volumen [11].
Durch die Analyse der Morphologie der Objekte werden Luftblasen oder Zellaggregate fiir
die Bildauswertung automatisch verworfen. Der modulare Aufbau des Mikroskops erlaubt
es, dass zur Sterilisation nur der mechanische Teil (Detektions- und Reinigungskammer) im
Reaktor verbleibt. Gegeniiber alternativen Verfahren zur Bestimmung der Zelldichte, wie Ka-
pazitdtsmessung (Biomass Monitor, Aber Instruments) oder optische Dichte (Photometer mit
kontinuierlicher Flusszelle), bietet das In-situ-Mikroskop die Moglichkeit, die Zelldichte ohne
vorherige Kalibration direkt zu bestimmen. Dieses Verfahren wurde bereits erfolgreich bei
Hefe- und Sdugerzellkultivierungen angewendet [50]. Der schematische Aufbau des In-situ-Mi-
kroskops ist in Abbildung dargestellt [2.6]
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Abb. 2.6: Schematischer Aufbau des In-situ-Mikroskops (Abbildung nach [26]).

2.3 Oszillierende Hefen

Die Sprosshefe Saccharomyces cerevisiae [lat. saccharum: Zucker-; griech. mykes: Pilz] gehort
zu der Gattung der echten Hefen (ascosporongene Hefen) und wird den Schlauchpilzen zu-
geordnet. Sie ist der am besten untersuchte eukaryontische Organismus. Er hat inzwischen
breite Anwendung in der Biotechnologie gefunden, was nicht zuletzt auf die einfache Kulti-
vierbarkeit zuriickzufiihren ist. S. cerevisiae wird aufgrund ihrer geringen Komplexitit (5885
Protein-kodierende Gene [32]) und einfachen Handhabbarkeit als Modellsystem fiir eukaryon-
tische Zellen bei molekularbiologischen Arbeiten eingesetzt. Hefen sind wie menschliche Zellen
Eukaryonten und sind somit besser geeignet, komplexere Molekiile zu produzieren als Bakte-
rien. Dazu kann auf gentechnischem Weg die gewiinschte Erbinformation in das Hefe-Genom

integriert werden, so dass das entsprechende Protein von der Hefezelle exprimiert wird.
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Hefezellen konnen sich sowohl im diploiden als auch im haploiden Zustand vermehren, bei
der Meiose durchlaufen die diploiden Zellen zwei aufeinanderfolgende Zellteilungen und bilden
haploide Zellen. Diese haploiden Zellen kénnen sich weiter teilen und wieder haploide Zellen
ergeben, aber auch durch Paarung (Konjugation) diploide Zellen bilden [2]. Der Prozess der
diploiden und haploiden Zellvermehrung ist in Schema [2.7] dargestellt.
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LEBENSZYKLUS DER SPROSSHEFF
Abb. 2.7: Der Lebenszyklus einer Sprosshefe (Saccharomyces cerevisiae) [2].

Zu welchem Anteil der diploide und haploide Zustand im Lebenszyklus der Hefezelle vor-
liegt, ist von der Art der Hefe und von dem Nahrungsangebot abhéngig. Bei ausreichendem
Nahrungsangebot vermehrt sich die Wildtypform als diploide Zelle. Bei reduziertem Nahrungs-
angebot durchlaufen die Zellen die Meiose, und es bilden sich haploide Zellen. Auf den Verlauf
der diploiden Zellteilung wird in Kapitel 2.4.3] auf Seite 20] eingegangen. Die Zellteilung er-
folgt iiber eine Knospung. Die Knospe wird in der Gi-Phase initiiert und wéchst wahrend des
Zellzyklus heran. Nach der Mitose trennt sie sich von der Mutterzelle, an der eine so genannte
Sprossnarbe zuriickbleibt; die Tochterzelle hat nach der Teilung noch nicht die Gréfe der
Mutterzelle erreicht.

Eine besonders hervorzuhebende Eigenschaft von Hefen zeigt sich bei kontinuierlichen Kul-
tivierungen, bei der die Zellen in der Lage sind, ihren Zellzyklus zu synchronisieren. Dieses
Phéanomen ist bereits vielfach untersucht worden, jedoch steht die Aufklarung des Mechanis-
mus iiber das Oszillationsverhalten noch aus. Es hat bereits mehrere Erklarungsansitze fiir
das Oszillationsverhalten gegeben. Die meisten Modelle gehen hierbei von einem Substrat-ini-

tiierten Mechanismus aus, bei denen durch Zugabe oder Entfernen eines Substrates ein oszillie-



2 Theoretische Grundlagen 15

rendes Wachstum bei den Hefen zu beobachten ist. Unter Beriicksichtigung des Lebenszyklus
einer Sprosshefe haben Elliott und McLaughlin das ,Modell der Ubergangswahrscheinlichkeit*
entwickelt, bei dem die Zellen in zwei Klassen eingeteilt werden (Wartezustand: Gi-Phase,
Wachstumsstadium: S-, Go/M-Phase) [24]. Der Ubergang erfolgt irreversibel und ist von den
Umweltbedingungen abhéngig. Basierend auf diesem Modell wurden verschiedene Substrate
zum Auslosen einer Oszillation in S. cerevisiae Kultivierungen angewendet: Glucosepulse [82],

Substratpulse von Ethanol, Glycerol, Essigsaure, Pyruvat |78, 83].

2.4 Saugerzellkultivierung

Bei der Saugerzellkultivierung unterscheidet man zwischen verankerungsabhéngigen (adhéren-
ten) und -unabhéngigen Zellen. Verankerungsabhéngige Zellen haften an der Oberfliche der
Kulturschalen an, wachsen in Monolayern und werden in der Regel mithilfe proteolytischer
Enzyme (z.B. der Serin-Protease Trypsin) abgelost. Nicht verankerungsabhéngige Zellkultu-
ren werden in sog. Spinner-Flaschen kultiviert und durch stdndiges Riihren in Suspension
gehalten.

Die Anwendungsbereiche fiir die Saugerzellkultivierung erstrecken sich von reinen For-
schungsarbeiten zur Struktur und Funktion der Zelle und deren Differenzierung iiber den
Einsatz in der toxikologischen und pharmazeutischen Diagnostik (siehe Kapitel auf Sei-
te bis hin zur Produktion von wichtigen Biomolekiilen, wie z. B. Impfstoffen, Hormonen,
Antikérpern und Enzymen.

Gewebeproben bestehen in der Regel aus mehreren unterschiedlichen Zelltypen, deren bio-
chemische Analyse wiirde zu einer Vermischung der Fragmente und somit zu einer nicht eindeu-
tigen Aussage fiihren. Aus diesem Grund wurden die einzelnen Zelltypen vereinzelt und isoliert
weiter kultiviert. Auf diesem Weg wurden aus den homogenen Zellkulturen die Informationen
der individuellen Zelltypen bewahrt [3]. Zur Trennung der Zellen kénnen unterschiedliche Ver-
fahren angewendet werden, wie z. B. bei unterschiedlich grofen Zellen die Trennung mittels
Zentrifugation. Das leistungsstiarkste Verfahren zur Trennung inhomogener Zellpopulationen
ist die elektrische Zellsortierung in einem FACS. Zur Erlduterung dieses Verfahrens siehe
Kapitel 2.1] auf Seite [7]

Zellkulturen, die direkt aus den Geweben eines Organismus hergestellt werden, nennt man
Primérkulturen. Durch die Entnahme kleiner Zellmengen und deren Ziichtung werden aus der
Priméarkultur Sekundérkulturen erzeugt, die wiederum iiber einen ldngeren Zeitraum subkul-
tiviert werden konnen. Diese Zellen besitzen noch viele Eigenschaften des Ursprungsgewebes,
aus dem sie entnommen worden sind, so scheiden z. B. Fibroblasten weiterhin Kollagen aus.
Die meisten Zellen, die so gewonnen worden sind, stellen nach einer endlichen Wachstumsphase
ihre Proliferation ein oder sterben ab. Um Zellen zu erhalten, die sich beliebig oft subkultivie-

ren lassen, werden entweder Krebszellen verwendet oder normale Zellen durch Transformation
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mit einem Tumor-induzierenden Virus immortalisiert [57]. Bei solchen Kulturen spricht man
von Zelllinien.

In der Bioprozesstechnik finden Siugerzellen eine breite Anwendung. Dabei werden sie
hauptséachlich fiir die Produktion von Human-Proteinen eingesetzt, die einer post-translato-
rischen Modifikation bediirfen, wie z. B. hydrolytische- (z. B. Abspaltung einer N-terminalen
Methioningruppe) oder Gruppeniibertragungsreaktionen (z.B. Glycosylierung) [81]. Durch
den einfacheren Aufbau sind Prokaryonten dazu meist nicht in der Lage.

Die Zellen kénnen dabei auf zwei Arten ex vivo kultiviert werden. Die Kultivierung als per-
manente Zellkultur setzt das Vorliegen einer Zelllinie voraus. Die Kultivierung als Organ- oder
Gewebekultur (Primérkultur) findet in der medizinischen Praxis hdufig Anwendung, z. B. die
Ziichtung von Haut zur Transplantation fiir Verbrennungsopfer. Diese Anwendung bezeichnet
man als ,,T'issue Engineering®. Zur Entwicklung eines industriellen Prozesses werden zunéchst
Ansétze in Labor- und Technikums-Mafstab durchgefiihrt. Fiir kleine Produktionschargen
eines hochpreisigen Produktes wird weiterhin in kleineren Bioreaktoren produziert, so wurde
z.B. eine EPO-Produktion in Roller Bottles 1989 von Amgen in den USA zertifiziert. Fiir
grofere Ansétze finden hauptséchlich Bioreaktoren im 100-10 000 Liter Mafstab Anwendung,
die als Batch-, Fed-batch- oder Perfusionsreaktor betrieben werden [66].

2.4.1 Microcarrier

In den vergangenen Jahren hat sich die Sdugerzellkultivierung zu der wichtigsten Quelle fiir
rekombinant hergestellte Biopharmaka entwickelt. 40 % dieser pharmazeutischen Produkte
werden auf diesem Weg gewonnen. Dabei sind viele der verwendeten Zellen verankerungs-
abhéngige oder zumindest bevorzugt auf Oberflichen wachsende Zellen. Im Labormafistab
werden sie in Petrischalen, T-Flaschen oder Roller-Bottles geziichtet. Fiir den Produktionsbe-
trieb ist diese Kultivierungsform zu teuer und zu aufwéndig. Der Bedarf nach einer Methode,
diese verankerungsabhéngigen Zellen in Suspension, effektiver und weniger aufwéndig zu kul-
tivieren, flihrte zu der Entwicklung der Microcarrier. Das Konzept besteht darin, die Zellen
zusammen mit Partikeln (Durchmesser 80-350 pm) in Suspension zu riihren, so dass sich die
Zellen an der Oberflache der sphérischen Partikel anheften und sich so in einem konventionel-
len Riihrkesselreaktor kultivieren lassen. Auf diese Weise ist es moglich, héhere Zelldichten als
bei einer Suspensionszellen-Kultur zu erreichen; das Verhéltnis aus Wachstumsoberflache zu
Volumen ist sehr grof (z. B. 30 cm?-ml~! bei Cytodex 1 mit einer Konzentration von 5 g-171).
Um einen Microcarrier in der Sdugerzellkultivierung einzusetzen, miissen mehrere Kriterien

erfiillt werden:

Oberflache: Verankerungsabhéngige Zellen wachsen auf unterschiedlich funktionalisierten

Oberflachen, wobei die Hydrophilie der Beschichtung und die richtige Ladung entscheidend
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ist. Alle Zellen aus Wirbeltieren weisen eine unregelméfig verteilte negative Ladung auf
[13] und kénnen somit auf positiv oder negativ geladenen Oberflichen kultiviert werden
[35] [IT8]. Geeignete Oberfiachen sind z. B. Glas, Kunststoff (negativ geladen), Poly-L-Lysin
beschichtete Oberflichen [48] und derivatisierte Polydextrine (positiv geladen). Da Zellen
auf positiv und negativ geladenen Oberflichen anwachsen, ist die Ladungsverteilung und
-dichte das entscheidende Merkmal [43)].

Material und Dichte: Das Material darf keine Zytotoxizitdt aufweisen, hier finden Poly-
dextrin, Polystyrol, Polymethylmethacrylat, Glas beschichtete Korper und Polyacrylamid
Anwendung. Die Dichte (1,02-1,1 g-cm~3) sollte gleich oder etwas hoher als die des verwen-
deten Kulturmediums sein, damit die Suspension bei geringen Riihrwerkdrehzahlen aufrecht
erhalten werden kann und die Microcarrier nicht zu Boden sinken oder auf der Oberflache
schwimmen.

Grofie und Grofienverteilung: Je kleiner die suspendierten Partikel bei gegebener Konzen-
tration (2-6 g-17!) sind, desto mehr Wachstumsoberfliiche steht den Zellen zur Verfiigung.
Jedoch sollten die Microcarrier noch hinreichend Platz aufweisen, um das Zellwachstum
iiber mehrere Zyklen aufnehmen zu kénnen. Hier hat sich eine Gréfse von 100-300 pm
etabliert. Damit die Zellen homogen auf den Microcarriern anwachsen, ist eine enge Gro-
fenverteilung notwendig, mit einer maximalen Abweichung von 25 pm vom Durchschnitt.
Eine zu grofe Varianz in der Gréfe fiihrt zu einer inhomogenen Animpfung auf den kleinen
Microcarriern.

Transparenz: Eine hohe Transparenz ist wiinschenswert, um die Microcarrier lichtmikro-
skopisch untersuchen zu konnen.

Elastizitat: Bei einer Suspensionskultur kommt es zu Stoflen zwischen den geriihrten Par-
tikeln. Damit die Stofe nicht zu Schadigungen der Zellen fiihren, ist ein komprimierbares

Material wiinschenswert.

Die Anhaftung von verankerungsabhéngigen Zellen auf einer Oberflédche ist Voraussetzung
fiir die Funktion und das Wachstum der Zellen [35] und ist somit in der traditionellen Mo-
nolayer-Kultivierung als auch bei der Microcarrier-Kultivierung ein kritischer Schritt. Der

Anhaftungsprozess lauft iiber mehrere Schritte ab:
1. Adsorption von Anheftungsfaktoren aus dem Medium an die Oberfliche
2. Kontakt zwischen Zelle und Oberfliche

3. Anhaftung der Zelle an die Oberfache

4. Ausbreitung der Zelle, bis sie ihre normale Gréfse erreicht hat

Die fiir den ersten Schritt notigen Anheftungsfaktoren sind Verbindungen wie Kollagen, Elas-

tin, Fibronectin und Laminin, die zusammen mit bivalenten Kationen die Anhaftung der Zelle
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ermoglichen. Der Kontakt der Zelle mit der Oberfléche findet durch einen zufélligen Stofs statt.
Durch eine Bindung zwischen den zelluldren Glycoproteinen und den Anheftungsfaktoren an
der Wachstumsoberflache, die durch zelluldres Heparin vermittelt werden, kommt es zu einer

festen Bindung der Zelle an die Oberflache (siche Abbildung

Adsorption Kontakt Anhaftung Ausbreitung

5
% ¢ 5 %
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Abb. 2.8: Schematischer Ablauf der Zelladhéision auf einer Kulturoberflache.

proteine

Das Konzept zur Kultivierung von verankerungsabhéngigen Zellen auf kleinen Partikeln in
Suspension wurde erstmals 1967 von van Wezel angewendet [I17]. Dabei wurden Partikel ei-
nes lonen-Austauscher-Gels (DEAE-Sephadex® A-50) verwendet. Diese Partikel wiesen eine
geladene Oberfliche auf und hatten ein vorteilhaftes Verhéltnis von Oberfliche zu Volumen.
Erste Versuche zeigten, dass sich Microcarrier-Kulturen fiir den Einsatz in der Virus-Pro-
duktion eignen und ein scale-up moglich war [116], 119]. Die Anwendungsmoglichkeiten der

Microcarrier-Kultivierung lassen sich in drei Bereiche einteilen:

1. Produktion grofser Zellmengen
2. Produktion von Viren und Proteinen

3. In-vitro-Zellstudien

Die Messung der Biomasse liefert Aussagen iiber die Wachstumsrate und die maximale Zell-
konzentration; sie ist somit eine wichtige Prozessvariable fiir fed-batch oder kontinuierliche
Kulturen [23]. Die Methoden zur Bestimmung der Biomasse lassen sich in zwei Kategorien
einteilen. Bei der direkten Technik wird die Zellkonzentration meist iiber die Zellmasse, Zell-
zahl oder das Zellvolumen bestimmt. Indirekte Techniken beziehen sich meist auf die Messung
von Stoffwechselraten und/oder Metabolitenkonzentrationen [23].

Zur direkten Bestimmung der Biomasse werden zum groften Teil optische Verfahren ange-
wendet. Eine Betrachtung der Microcarrier im Mikroskop ldsst nur eine qualitative Aussage
iiber den Bedeckungsgrad zu. Eine quantitative Aussage ldsst das manuelle Auszdhlen in ei-
nem Haemozytometer zu, dazu kénnen die Zellen von den Microcarriern mit proteolytischen
Enzymen, wie z. B. Trypsin abgelost werden, oder es werden die Zellkerne aus den Zellen
herausgelost [97]. Alternativ zu dem manuellen Auszdhlen kann auch ein Coulter-Counter zur

Konzentrationsbestimmung der abgelosten Zellen verwendet werden. Weiterhin kénnen zwei
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modernere Verfahren zur Zellmassenbestimmung eingesetzt werden. Das In-situ-Mikroskop
ermoglicht es, wihrend einer Kultivierung Aufnahmen der Microcarrier zu machen (weiteres
siehe Kapitel auf Seite . Die Radio-Impedanz-Spektroskopie ermdoglicht es, die Lebend-
zellmasse einer Zellsuspension zu messen. Dazu wird in den Zellen iiber ein elektrisches Wech-
selfeld ein Dipol induziert und anschliefend die elektrische Kapazitit der Zellen gemessen.
Der gemessene Wert in pF-cm ™! ist linear zur Zelldichte.

Indirekte Messmethoden werden héaufig in der Bioprozesstechnik eingesetzt, da sie meist
durch eine komfortable Online-Messung realisiert sind. Dabei wird die Annahme getroffen,
dass die Stoffwechselrate fiir das gemessene Substrat mit der Zelldichte korelliert. Ein Nach-
teil dieser Verfahren ist, dass sie fiir jeden Bioprozess kalibriert werden miissen. Fiir die Séu-
gerzellkultivierung werden héufig die Glucoseverbrauchsrate und Lactatproduktionsrate als

indirekte Messparameter aufgenommen.

2.4.2 In-vitro-Methoden

In-vitro-Versuche werden aufserhalb eines Organismus in einer Nahrlosung durchgefiihrt. In-
-vitro-Versuche lassen sich in die toxikologische und die pharmakologische Priifung untertei-
len [1I08].

In der pharmazeutischen Forschung wird die In-vitro-Testung neuer Wirkstoffe schon seit
langem durchgefiihrt. Erst nach erfolgreicher Wirkungspriifung eines neuen Arzneistoffes in
In-vitro-Tests wird dieser im Tierversuch und anschliefend in klinischen Tests am Menschen
auf Wirksamkeit und auf seine Einsatzmoglichkeit in der Therapeutik gepriift [113] [114].
Anwendung findet hier vornehmlich menschliches Operationsmaterial, weil diese Primérzell-
Kulturen noch die organspezifischen FEigenschaften aufweisen. Weiterhin wird die In-vitro-Tes-
tung zur Erstellung von Metabolismusprofilen und der Metabolismuskinetik von Therapeuti-
ka verwendet. Anwendung finden hier hauptséichlich Mikrosomen von Leberzellen, da diese
P450-Monooxygenasen tragen, die fiir den oxidativen Metabolismus der Wirkstoffe verant-
wortlich sind [100].

In der toxikologischen Forschung werden Untersuchungen an Zell- und Gewebekulturen nur
fiir bestimmte Fragestellungen durchgefiihrt. Dazu zéhlen z. B. Mutagenitéatsuntersuchungen
oder Untersuchungen zur Schaffung von Grundlagen zur Risikoabschétzung. Die am haufigsten
in der Toxikologie angewendete In-vitro-Methode ist die Ziichtung von Zellen aus unterschied-
lichen Organen. Dabei werden frisch isolierte Primérzellen oder Zelllinien verwendet. Seit
einigen Jahren werden Kulturen von Zellaggregaten eingesetzt, um die Komplexitdt von Or-
ganen nachzustellen [49]. In der Toxikokinetik werden Leberzellen aus verschiedenen Spezies
fiir Metabolismusstudien verwendet, dabei spielt die Gentechnik eine zunehmende Rolle. So
wurden die fremdstoffmetabolisierenden P450-Isoenzyme des Menschen in permanente Zelllini-

en eingebaut, so dass diese P450-abhéngige menschliche Metaboliten erzeugen kénnen [90, 94].
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Um die Anzahl der fiir die toxikologische Beurteilung vorgeschriebenen Tierversuche zu re-
duzieren, wurden von der OECD Richtlinien zur Durchfithrung veréffentlicht [88]. Es wird
dabei angestrebt, dass alle Tierversuche, die nach den OECD-Richtlinien durchgefiithrt wer-
den, international vergleichbar sind und von den OECD-Mitgliedstaaten anerkannt werden.
Ausgenommen ist hierbei die Priifung von Arzneimitteln. In Tabelle sind In-vitro-Verfah-
ren genannt, die bereits zu einer Reduktion oder zum vollstdndigen Ersatz von Tierversuchen

gefiihrt haben.

Testbezeichnung Tierversuch Ersatzmoglichkeit
In-vitro-Methode

Vitamin- und Hormonbestimmungen Bioassays an Hiihnern, Rat- vollstdndiger Ersatz
Zelllinien mit spez. Rezeptoren ten und Mausen

Augenreizung Draize-Test am Kaninchen- teilweiser Ersatz fiir stark rei-
bebriitetes Hihnerei, HET-CMA Test auge zende oder dtzende Stoffe
Hautreizung dtzende Wirkung an der Haut  teilweiser Ersatz fiir stark rei-
kiinstl. menschl. Hautkulturen des Kaninchens zende oder dtzende Stoffe

verzogerte Neurotoxizitdt von Organo- Neurotoxizitdt von Organo- teilweiser Erstz moglich
phosphaten phosphaten am Huhn

NTE-FEsterasenbestimmung an Neuro-

blastomen

Tab. 2.2: Reduktion oder vollstdndiger Ersatz von Tierversuchen in der Toxikologie.

2.4.3 Zellwachstum und Zelltod
Zellzyklus

Die Vermehrung von Zellen durch Zellteilung wird nicht nur wahrend der Entwicklungs- und
Wachstumsphase eines Organismus benotigt, die Aufrechterhaltung der Funktionen von Or-
ganen (Gewebehomoostase) erfordert auch bei Erwachsenen stetig ablaufende Zellteilungen.
Da die Vorginge der Zelldifferenzierung und der Proliferation gegenldufig sind, nimmt die
Proliferationsrate mit wachsendem Differenzierungsgrad ab; die Zellen ,bezahlen“ ihre Spezia-
lisierung mit dem Verlust der Proliferationsfahigkeit [68]. Der Zeitraum, der zwischen zwei
Zellteilungen liegt, wird Zellzyklus genannt. Der Zellzyklus wird in eine Sequenz von irrever-
siblen Phasen unterteilt, in G-, S-, Go- und M-Phase (siehe Abbildung ).

In der Gi-Phase (engl. gap = Liicke, Pause) stellt die Zelle das biochemische Millieu fiir
die Replikation der DNA bereit, das betrifft insbesondere die FExpression der Gene, deren
Produkte fiir die DNA-Replikation und die Zellzyklusprogression benétigt werden. Weiterhin
findet in der Gi-Phase das Groflenwachstum statt; die Zelle muss vor der Zellteilung nicht
nur den DNA-Gehalt, sondern auch ihr Volumen und die Anzahl der Organellen verdoppelt
haben. In der S-Phase (Synthese) findet die Verdopplung des diploiden Chromosomensatzes
statt. Die DNA-Synthese startet an den so genannten Replikons, die alle 30 000 bis 300 000
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Abb. 2.9: Einteilung des Zellzyklus in vier Phasen. Aus der Gi-Phase zweigt die Arbeits-
oder Gg-Phase ab. Wahrend der S-Phase findet die Produktion der DNA statt. R1 und R2
kennzeichnen die Restriktionspunkte.

Basenpaare auftreten, wobei die Helicase zunéchst die Helix-Struktur der DNA entwindet
und die einzelnen DNA-Strédnge voneinander trennt. DNA-Polymerasen benutzen die zwei
entstandenen Strénge als Matrize zur Synthese der neuen Stridnge; die Replikation findet in
5-3’-Richtung statt. Der Abschnitt zwischen der DNA-Synthese und der Mitose-Phase wird
Go-Phase genannt. Sie stellt eine Sicherheitspause dar, die die Uberpriifung der Vollstéin-
digkeit der DNA-Replikation zum Ziel hat [2]. Durch eine quantitative Farbung der DNA
mithilfe von Fluoreszenzfarbstoffen (siehe Kapitel [2.1] auf Seite[7) ist es méglich die einzelnen
Zellzyklusphasen voneinander zu unterscheiden; die Fluoreszenzintensitat korreliert mit dem

DNA-Gehalt der Zelle [75], [76], [104].

In der Mitose, dem Prozess der Kernteilung, wird aus der Chromatinmasse des duplizierten
Genoms jeweils ein kompletter Chromosomensatz an die zwei Tochterzellen weitergegeben.
Dieser Vorgang kann in vier Schritte eingeteilt werden, die unter dem Mikroskop beobachtet
werden konnen. Nach dem Abschniiren der beiden Tochterzellen in der Cytokinese ist die Zell-
teilung beendet. Die beiden Tochterzellen befinden sich nun wieder in der Gi-Phase, aus der
die Zellen in den néchsten Zellzyklus eintreten kénnen, oder sich in die Gg-Phase zuriickziehen
(wie z. B. sich differenzierende Zellen) [4].

Die Dauer der einzelnen Phasen ist abhéngig von der betrachteten Zelle sehr variabel. Die
grofste zeitliche Dehnbarkeit besitzt die Gi-Phase; sich differenzierende Zellen kénnen in der

G1-Phase verharren, sie befinden sich in der Arbeits- oder Gg-Phase.
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Die Regulierung des Zellzyklus ist aufierordentlich komplex und wird durch eine Vielzahl
von Regulationsproteinen gesteuert. Restriktionspunkte bilden innerhalb des Zellzyklus so
genannte Checkpoints. Sie dienen dazu, dass ein komplexes Kontrollsystem den korrekten
Abschluss der Zellzyklusphase sicherstellt. Die zwei wichtigsten Restriktionspunkte liegen am
Ende der Gi- und Go-Phase. Bei Hefen wird der Restriktionspunkt am Ende der Gi-Phase
als START bezeichnet. Eine Zelle, die den ersten Restriktionspunkt passiert hat, ist fiir die
Zellteilung programmiert und kann nur noch an dem zweiten Restriktionspunkt gestoppt wer-
den. Wird ein Regulationsprotein in der Zelle irreversibel blockiert, z. B. durch einen selektiv
wirkenden Stoff, kann es zum Stillstand der Teilungsphase kommen, die Zelle ist somit in einer

Zellteilungsphase arretiert.

Apoptose/Nekrose

Die Entwicklung eines mehrzelligen Organismus von der Befruchtung bis zur Geschlechtsreife
(Ontogenese) hiangt nicht nur von der regulierten Proliferation und Differenzierung von Zellen
ab, sondern auch von dem geordneten Absterben bestimmter Zellpopulationen. Die Charakte-
risierung dieses geordneten Absterbens als programmierter Zelltod (programmed cell death,
PCD) wurde nach Beobachtungen des Wurmes Caenorhabditis elegans gemacht. Bei diesem
Fadenwurm, der aus 1090 somatischen Zellen besteht, sterben wahrend seiner Entwicklung
131 Zellen ab. Dabei ist die Position und Zeit des Absterbens bei jedem Wurm identisch [68].
Dieses genetisch festgelegte Suizidprogramm wird als Apoptose bezeichnet.

Im Vergleich zu der Nekrose, dem Absterben einer Zelle in Folge z. B. einer akuten Verlet-
zung, ist die Apoptose an einen fest programmierten Ablauf gebunden. Die Nekrose ist ein
passiver und degenerativer Prozess und fithrt in Vielzellern meist zu Entziindungen [21]. Die
unterschiedlichen Erscheinungen zwischen Apoptose und Nekrose sind in Tabelle zusam-
mengefasst. Die hier aufgefiihrten Erscheinungen miissen nicht notwendigerweise bei jeder
betrachteten Zelle wéhrend der Apoptose auftreten [27|, sie konnen je nach Auslser oder
Zelltyp variieren [I15].

Eine Reihe der hier aufgefiihrten Erscheinungen lasst sich durch geeignete Farbemethoden
durchflusszytometrisch nachweisen; weit verbreitet ist die Detektion des Phosphatidylserins
auf der Membranoberfliche. Dazu wird das mit einem Fluoreszenzfarbstoff markierte Protein
Annexin V zu der Zellsuspension gegeben. Annexin V ist ein Ca?*-abhingiges Protein, welches
mit einer sehr hohen Affinitét selektiv an Phosphatidylserin bindet. Da ebenfalls nekrotische
Zellen mit fehlender Membranintegritdt Annexin V binden, miissen diese mit einem weiteren
Farbstoff markiert werden. Dies geschieht in der Regel mit einem Ausschlussfarbstoff (siehe
Tabelle auf Seite , der durch die permeabilisierte Zellmembran diffundiert.

Der Vorgang der Apoptose ldsst sich durch eine Reihe von Stimuli auslésen, durch Zugabe

von Chemikalien wie Tri-n-butylzinn [36], Verringerung der Zn?*-Konzentration in Zellen [64],
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Apoptose

Nekrose

Translokation von Phosphatidylserinen von
der zytoplasmischen auf die Aufenseite der
Zellmembran [7, [22], [126]

Zusammenbruch des Membranpotentials in
den Mitochondrien [33]

Chromatin-Kondensation

Veriénderung der zytosolischen Ca?T-Konzen-
tration [79)

Zellschrumpfung durch Dehydratisierung [12]
Absinken des pH-Wertes im Zytoplasma [47]

Bildung von apoptotischen Vesikeln an der
Zellmembran (apoptotic bodies)

Fragmentierung der DNA in definierte Bruch-
stiicke (30-500 kBp und Vielfache von 180 Bp)
58]

im spéteren Stadium Riss der Zellmembran

dito

ungleichmaéfige Kondensation des Chromatins

durch Riss der Zellmembran Angleichung von
[Ca?*] im Zytosol und Medium

Anschwellen der Zelle und des Zellkerns

durch Riss der Zellmembran pH; gleich dem
dufseren pH-Wert

Zerplatzen der Zelle

Auflésung der DNA in unterschiedlich lange
Bruchstiicke

Tab. 2.3: Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose bei Sdugerzellen.

Zugabe des Topoisomerase-I-Inhibitors Camptothecin [60], Strahlung (insbesondere UV- und
~v-Strahlung) [107], durch Zugabe eines Fas-Liganden (bindet an den CD95-Rezeptor) [27],

oder durch Hitzeschock bei 42 °C [7].
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3 DNA-Bindungsstudien an Hydrotalcit

3.1 Aufbau und Verwendung von Hydrotalcit

Hydrotalcite gehoren ihrer Struktur nach zu der Klasse der Schichtdoppelhydroxide (layered
double hydroxides, LDH), die sich von der Struktur des Brucits (Mg(OH)2) ableiten (Iso-
morphie). Der Kristall besteht aus einer hexagonal dichtesten Kugelpackung von OH™-Ionen,
in der jede zweite Oktaederliickenschicht mit Mg?t besetzt ist, wobei eine Schichtspaltung
zwischen den OH™-Schichten erfolgt. Diese Schichten werden von elektrostatischen Wechsel-

wirkungen zusammengehalten [46].
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Abb. 3.1: Schichtstruktur von Hydrotalcit. Abgebildet sind drei Schichten der OH™-Ionen,
in die die Mg?"- und AlI**-Ionen eingelagert sind, in der Schichtfolge AB. In den Zwischen-
schichten sind Anionen und Wasser eingelagert.

Hydrotalcite werden durch die allgemeine Formel [M%wag‘*'(OH)g]wﬂA"_]%- yH20 beschrie-
ben, bei der M?* ein Erdalkali- oder Ubergangsmetallion (Mg?*, Ni2*, Cu?*, Zn?*), N3+ ein
Ubergangsmetallion (A13+, Cr3* Fe3t), A~ ein Anion (NO3, CO32™, SO?~, C17) und x eine
rationale Zahl zwischen 0 und 1 darstellt.

Das in dieser Arbeit verwendete Hydrotalcit [MgoAl(OH)g|(CO3)o,5 besteht aus Magnesi-
um-, Aluminium- und Carbonationen, wobei der maximal mogliche Aluminiumanteil von 1
vorliegt. Reine Hydrotalcitstrukturen erhédlt man, wenn x zwischen 0,17 und 0,33 liegt [1§].
Da im Hydrotalcit im Vergleich zum Brucit ein Mg?T gegen ein AI*T ausgetauscht wurde, ist

die Schichtstruktur positiv geladen. Diese positive Ladung wird durch interkalierte Anionen

ausgeglichen; Kristallwasser wird ebenso zwischen die Hydroxidschichten eingelagert (siche

Abbildung .
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Aufgrund der kationischen Schichtstruktur, der feinen Verteilung und der Austauschbarkeit
der interkalierten Anionen, eignet sich die Carbonatform des Hydrotalcits als Austauscher
fiir eine Vielzahl von Kationen. Allerdings lassen sich nicht alle Kationen mit gleicher Effizi-
enz austauschen; je hérter das Anion, desto fester ist die Bindung zwischen den Schichten.
Durch Calcination der Carbonatform erhélt man die aktivierte Form des Hydrotalcits. Nach
Resuspension in Wasser bildet sich aus dem erhaltenen Mg/Al-Mischoxid die Hydroxid-Form
zuriick, dieser Prozess wird als Memory-Effekt bezeichnet. Enthéalt die wéssrige Hydratisie-

rungslosung Fremd-Anionen, werden diese in die Schichtstruktur des Hydroxids eingelagert.
Mg2A10375 + 3,56 HbO + A~ — [MggA](OH)(;]A + OH™

Durch die Aktivierung kénnen negativ geladene Molekiile wie z. B. DNA zwischen die Schich-
ten unter Bildung eines DNA-LDH-Nanohybrids eingelagert werden [55] 56]. Weitere Anwen-
dungen von Hydrotalciten finden sich in der Katalysatortechnik, wo es als Katalysator fiir z. B.
Hydrierung, Polymerisation oder zur Synthesegas-Erzeugung eingesetzt wird. Bei der Herstel-
lung von Kunststoffen wird es als Stabilisator gegen die dort herrschenden Temperaturen von
180 bis 200 °C und zum Binden des entstehenden HCl-Gases eingesetzt. Diese Fahigkeit als
Absorbens macht man sich auch bei der Abwasserreinigung [12I] oder bei der Entfernung

organischer Sduren aus dem Herstellungsprozess von Cyclohexanon zu Nutze.

3.2 Fliellinjektionssysteme fiir die Durchflusszytometrie

Probeninjektionssysteme werden in der Durchflusszytometrie schon seit ca. 10 Jahren an-
gewendet. Sie erlauben wahrend der laufenden Messung die Zugabe von bis zu drei weiteren
Analyten [89], oder die kontinuierliche Zugabe von neuem Material, z. B. zur Etablierung einer
kontinuierlichen Analytik aus einem laufenden Bioprozess [128]. Standardméfig vorhandene
Probeninjektionssysteme von Durchflusszytometern beruhen auf einem Druck-Differenz-Sys-
tem. Das Probenréhrchen wird mit einem héheren Druck versehen als der Hiillstromdruck. Der
anliegende Uberdruck (7 - 102 — 2 - 10® Pa) gewiihrleistet einen kontinuierlichen Probenstrom
in die Flusszelle und bewirkt bei Entfernung der Probe ein Spiilen der Probenleitung mit
Hiillstromfliissigkeit. Der Nachteil dieses Systems besteht darin, dass die Zugabe der Probe
nicht in definierten Volumina erfolgen kann, bzw. die Volumina nicht prézise bestimmt werden
kénnen. Zur Adaption als Fliekinjektionssystem wird die Probenhalterung mit einer Zugabe-
leitung versehen [89], diese erlaubt die Zugabe von Probenlosung oder Reagenzien wihrend
der laufenden Messung. Ein weiteres Fliefsinjektionssystem basiert auf der kontinuierlichen
Zufuhr von Probenlésung durch eine Spritzenpumpe. Hier werden die Probelésung und die
Reagenzien in einer vorgeschalteten Kammer vermischt und anschliefsend in das Zytometer
injiziert. Der Vorteil dieses Aufbaus liegt in den gut zu dosierenden Volumina [70} [71} [109].

Alle bisher vorgestellten Systeme basieren auf Standard-Durchflusszytometern, bei denen die
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Probenzufuhr durch aufwéndigere Systeme ersetzt wurde, was jeweils mit einem hohen appa-
rativen Aufwand verbunden ist. Um diesen Aufwand zu umgehen, wurden in dieser Arbeit die
Probenréhrchen mit einem Septum versehen, das die Zugabe weiterer Lésungen wéhrend der
Messung erlaubt. Das Messprinzip basiert auf einer dhnlichen Apparatur, wie sie von Hart-
ridge und Roughton 1923 entwickelt wurde. Mit dieser Continous-Flow-Methode konnte die

Bindung von Kohlenmonoxid an Hamoglobin studiert werden [10].

3.3 Methoden

Verwendete Hydrotalcite

Zur Messung der Bindungskapazitdt von DNA an Hydrotalcit wurden zwei unterschiedliche
Hydrotalcit-Typen in ihrer calcinierten und nicht calcinierten Form eingesetzt (siehe Tabel-
le . Alle verwendeten Hydrotalcite besitzen ein Mg/Al-Verhéltnis von 2,2 : 1, unterscheiden
sich jedoch in ihrer Grokenverteilung, Oberfliche und dem Anwendungsbereich. Die Daten zur
Grofsenverteilung und Oberflache sind den Stoffdatenbléttern der Firma Stid-Chemie entnom-

men; die Daten zum calciniertem HT-Granulat fehlen.

Material Grofienverteilung Oberfliche
Sorbacid 701 D50=20 pm 74 m?.g~!
Sorbacid 701 calciniert D50=20 pm >180 m?-g~!
HT-Granulat D50<1 pm <15 m%.g~!
HT-Granulat calciniert N.A. N.A.

Tab. 3.1: Verwendete Hydrotalcite

3.3.1 Messung der statischen Bindungskapazitidt von DNA an Hydrotalcit

Photometrische Messung von DNA

DNA weist ein Absorptionsmaximum bei 260 nm auf, wobei das Verhéltnis der DNA-Kon-
zentration in einer verdiinnten Lésung und die Adsorption bei 260 nm durch das Lamber-
t-Beersche Gesetz gegeben ist. Der Absorptionskoeffizient ist stark von dem pH-Wert, der
Ionenstérke des Puffers und der Temperatur abhingig sowie vom Typ der DNA (Doppel-
oder Einzelstrang). Die in den vorliegenden Versuchen verwendete doppelstriangige DNA-Séu-
re weist einen Absorptionskoeffizient von Asgp = 50 pg-ml™! auf [39]. Die Reinheit einer
DNA-Probe lasst sich iiber eine Differenzmessung ermitteln, bei der auch die Absorption bei
280 nm gemessen wird. Liegt der Quotient Aggy/Asgy zwischen 1,8 und 2,0, so liegt reine DNA
vor [122].

Calcination von Hydrotalcit

Zur Aktivierung von Hydrotalcit mittels Calcination wurde das Hydrotalcit fiir vier Stunden
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im Muffelofen bei 600 °C gebrannt, um Wasser und Carbonat aus dem Material zu vertreiben.
Um eine Verunreinigung durch COg und Luftfeuchtigkeit zu verhindern, wurde das calcinierte
Hydrotalcit im evakuierten Exsikkator gelagert und jeweils fiir jede Versuchsreihe neu calci-

niert.

Messung der statischen Bindungskapazitit

Zur Wiedergewinnung der Hydroxidform wurden vor Versuchsbeginn die Hydrotalcite ca.
5 min in Wasser suspendiert. AnschlieRend wurde 5 min mit 800-g zentrifugiert und der Uber-
stand verworfen. Zur Ermittlung der statischen Bindungskapazitét wurden 0,1 g des jeweiligen
Hydrotalcits mit 5 ml der DNA-Losung (2,5 mg-ml~! DNA-Siure in TE-Puffer) fiir 1 bzw.
16 h auf einem Probenschiittler (250 min~!) bei RT inkubiert, dann die Suspension 15 min
mit 800-g zentrifugiert und anschliefend die DNA-Konzentration des Uberstandes photome-
trisch bestimmt. Mit Losungen bekannter DNA-Konzentration wurde eine Kalibrationsgerade
aufgenommen, mit der die Konzentration im Uberstand bestimmt werden konnte. Aus der
Differenz zwischen eingesetzter DNA-Konzentration und gemessener Konzentration des Uber-

standes liefs sich die Kapazitét errechnen.

3.3.2 Entwicklung eines durchflusszytometrischen Messverfahrens

Zum Nachweis der DNA wurde der selektiv-bindende Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid
(PI) eingesetzt (siehe Tabelle auf Seite [§). Dieser bindet an DNA durch Interkalation
zwischen den Basenpaaren, mit einer Stochiometrie von einem Farbstoffmolekiil pro 4-5 Ba-

senpaaren, dadurch erhoht sich die Fluoreszenzintensitat um den Faktor 20-30.

Erstellung eines Groflengates

Zunéchst wurde untersucht, ob mithilfe der Durchflusszytometrie die Ergebnisse der stati-
schen Methode reproduziert werden konnten. Die eingesetzten Hydrotalcite wiesen eine brei-
te Grokenverteilung (siehe Tabelle auf der vorigen Seite) sowie einen grofen Anteil an
Kleinstpartikeln (<1 pm) auf. Um die Ergebnisse zur Bindungskapazititsmessung vergleich-
bar zu machen, war es notwendig nur {iber einen definierten Grofenbereich zu messen. Mithilfe
von Polystyrolpartikeln mit einem Durchmesser von 1,43 und 4,5 pm konnte ein Gate (siche

Abschnitt auf Seite [7]) im Vorwértsstreulicht-Histogramm gezogen werden.

Bestimmung der PI-Menge

Zunéchst wurde untersucht, wieviel PI zu den beladenen Hydrotalcit-Proben gegeben werden
musste, um eine quantitative Farbung zu erhalten. Dazu wurden 21 Probenréhrchen mit je
10 mg der Hydrotalcite eingewogen und wie in Abschnitt auf der vorigen Seite beschrie-
ben vorbehandelt. Drei Probenrohrchen wurden mit je 1 ml Wasser versetzt und als Kontrolle
vermessen. Die restlichen Proben wurden mit je 1 ml DNA-Losung (2,5 mg-ml~! in TE-Puffer)

versetzt und 1 bzw. 16 h bei RT auf einem Schiittler bei 250 min—! inkubiert. Anschliefend
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wurden die Proben 5 min bei 800-g zentrifugiert, jeweils drei Proben mit 100, 500 und 1 000 pl
PI-Losung (50 pg-ml~! in 0,9%iger NaCl-Losung) versetzt und mit 0,9%iger NaCl-Losung auf
1 ml aufgefiillt. Die Proben wurden 5 min bei RT auf einem Schiittler bei 250 min~! inkubiert,

5 min bei 800-g zentrifugiert, in 1 ml Wasser resuspendiert und im Zytometer vermessen.

Bindungskapazitit von DNA an Hydrotalcit in einer Langzeitkinetik

In einer Langzeitkinetik wurde ermittelt, in welchem Zeitraum der Grofsteil der DNA an
die Hydrotalcite bindet. Dazu wurden 300 mg des Hydrotalcits eingewogen und, wie in Ab-
schnitt auf Seite [27] beschrieben, vorbehandelt. Wieder wurden je drei Probenréhrchen
als Kontrolle vermessen. Das restliche Hydrotalcit wurde in 270 ml DNA-L&sung resuspendiert
und bei RT auf einem Schiittler bei 250 min~! inkubiert. Im Abstand von 30 min wurden
jeweils drei Proben abgenommen (1 ml der Suspension) 5 min bei 800-g zentrifugiert, in 1 ml
PI-Losung resuspendiert und erneut 5 min inkubiert. Nach Resuspension in 1 ml Wasser

wurden die Proben im Zytometer vermessen.

3.3.3 Entwicklung einer Messapparatur zur Ermittlung schneller
Bindungsvorginge

Zur Ermittlung sehr schneller Bindungsvorgénge wurde der Messablauf dahingehend geédndert,
dass eine Detektion schon nach wenigen Sekunden moglich war. Dazu wurde ein spezielles
Probenrohrchen entwickelt, welches die gleichen Abmessungen der Standard-Probenréhrchen
aufwies. Eine seitliche Zuleitung (Lénge 40 mm, Innendurchmesser 2 mm) endete in einer
Bordelung, die mit einem Standard-Quetsch-Septum verschlossen werden konnte (siehe Ab-
bildung auf der folgenden Seite). Mithilfe einer Kaniile konnten wiahrend der Messung bis
zu 1 ml Probe oder Reagenz zu der Probe gespritzt werden.

Wahrend der laufenden Messung wurde Analysenlésung zu der Hydrotalcitsuspension ge-

geben:

Vorlage Hydrotalcit+HsO  Hydrotalcit+DNA Hydrotalcit+DNA Hydrotalcit+HoO

(gewaschen) (ungewaschen)

Zugabe PI PI PI PI4+DNA

Zunichst wurde untersucht, ob durch die Anlagerung von PI an Hydrotalcit eine erhéhte
Fluoreszenzintensitéit festzustellen war und sich somit ein falsch positives Signal ergébe. Dazu
wurden 10 mg Hydrotalcit in 1 ml Wasser suspendiert und 10 s nach Beginn der Messung
500 pl PI-Losung (50 pg-ml~! 0,9%iger NaCl) zugegeben. Weiterhin sollte untersucht werden,
ob sich noch in Losung befindliche DNA stérend auf die Messung auswirkt. Dazu wurden 10 mg
Hydrotalcit in 1 ml DNA-Lésung (2,5 mg-ml~! in TE-Puffer) suspendiert und fiir 60 min bei
RT auf einem Schiittler bei 250 min~! inkubiert. Die zentrifugierte Probe (5 min bei 800-g)
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Abb. 3.2: Messapparatur zur Messung schneller Bindungsvorgénge. Die Zuleitung ab Septum
hat einen Innendurchmesser von 2 mm. Die Réhrchen wurden einzeln aus Glas gefertigt.

wurde in 1 ml Wasser resuspendiert und im Zytometer gemessen; 10 s nach Beginn der Mes-
sung wurden 500 pl PI-Losung zugegeben. Die Messung wurde wiederholt, wobei das Waschen
der Probe ausgelassen wurde. Zudem sollte untersucht werden, ob bereits PI-markierte DNA
an die Hydrotalcite bindet. Dazu wurden 10 mg Hydrotalcit in 1 ml Wasser suspendiert und
10 s nach Beginn der Messung 500 pl PI-markierte DNA-Losung (Mischungsverhéltnis 1:1)

zugegeben.

3.4 Ergebnisse

In Vorversuchen wurde gezeigt, dass HT-Granulat und Sorbacid 701 DNA binden. Die sta-
tische Bindungskapazitit wurde fiir die calcinierten und nicht calcinierten Formen der Hy-
drotalcite in Abhéngigkeit von der Bindungsdauer photometrisch bestimmt. Durch Binden
des DNA-selektiven Fluoreszenzfarbstoffs PI an die mit DNA beladenen Hydrotalcite konn-
ten diese Ergebnisse mithilfe eines Durchflusszytometers bestétigt werden. Hiermit konnte die
Bindung von DNA an Hydrotalcit direkt nachgewiesen werden.

Die ersten Messungen haben gezeigt, dass ein grofser Teil der DNA bereits in den ersten 60 s
nach Zugabe der DNA-LGsung an das Hydrotalcit bindet. Da die etablierten Messverfahren

diese schnelle Bindungsreaktion nicht erfassen konnten, wurde eine Messapparatur entwickelt,
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mit deren Hilfe es moglich war, die Bindung von PI-markierter DNA an Hydrotalcit direkt

Zu messen.

3.4.1 Bestimmung der statischen Bindungskapazitit

In den vorliegenden Versuchen wurde die statische Bindungskapazitét fiir die calcinierte und
nicht calcinierte Form von Sorbacid 701 und HT-Granulat bestimmt. Vorbehandlung und
Durchfiihrung der Versuche sind im Kapitel auf Seite [27] beschrieben. Die Ergebnisse in
Tabelle bilden jeweils das statistische Mittel aus drei Messungen.

Material Kapazitdt 1 h ‘ Kapazitiat 16 h
Sorbacid 701 N.A. 42,8 mg-g~!
Sorbacid 701 calciniert 84,9 mg-g—! 122,7 mg-g~!
HT-Granulat N.A. 14,4 mg-g~!
HT-Granulat calciniert 57,6 mg-g~! 209,1 mg-g—!

Tab. 3.2: Statische Bindungskapazititen der Hydrotalcite fiir DNA-Saure. Die Kapazitidten
sind auf das Trockengewicht bezogen.

Anhand der Ergebnisse ist zu erkennen, dass die Calcination die Kapazitdt der verwende-
ten Hydrotalcite um ein Vielfaches steigert. Die Bindungskapazitaten nach 16 h Einwirkzeit
steigen bei Sorbacit 701 calciniert um den Faktor 2,9 und bei HT-Granulat calciniert um
den Faktor 14,5. Diese grofere Bindungskapazitét ist zum Teil darauf zuriickzufiihren, dass
die Hydrotalcite beim calcinieren ca. 40 Gewichts% durch Abgabe von Wasser und COs ver-
lieren. Da die Bindungskapazitit auf die Masse des Hydrotalcits bezogen wird, macht sich
dieser Effekt bemerkbar. Jedoch kann dieses Phdnomen nicht allein fiir den starken Anstieg
der Bindungskapazitét verantwortlich sein. Das ausgetriebene Wasser und COq gibt zwischen
den Hydroxidschichten neue Bindungsstellen frei, an die sich die DNA anlagern kann, worauf

die erhohte Bindungskapazitat zurlickzufiihren ist.

3.4.2 Durchflusszytometrische Messung der Bindungskapazitit

Zur Ubertragung der Ergebnisse der statischen Kapazititsmessung auf die Durchflusszytome-
trie wurden die Versuchsbedingungen angepasst. Zur Detektion der gebundenen DNA wurde
der selektiv-bindende Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid eingesetzt. Ein Vorteil ist, dass
sich PI in die Struktur der DNA einlagert und somit den sterischen Anspruch der DNA bei
Einlagerung in das Hydrotalcit nicht weiter erhchen sollte. Als weiterer Vorteil ist die Tat-
sache anzusehen, dass PI sich nicht mit einer Basenpriferenz in die DNA einlagert. Somit
kann auch bei inhomogenen Basensequenzbruchstiicken von einer gleichmafig, quantitativen

Farbung der DNA ausgegangen werden.
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Erstellung eines Griflengates

Um der unterschiedlichen Grofenverteilung und somit dem unterschiedlichen Adsorptionsver-
halten in Abhéngigkeit von der Korngroke Rechnung zu tragen, war es notwendig, bei der
durchflusszytometrischen Messung ein Groflengate einzufithren. Durch Vermessung von Poly-
styrolpartikeln mit 1,43 pm und 4,5 pm konnte ein Gate im Vorwiartsstreulicht-Histogramm

gesetzt werden, um nur Partikel in diesem Grofenbereich auf PI-Fluoreszenz zu untersuchen

(sieche Abbildung [3.3).
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Abb. 3.3: Vorwartsstreulicht der 1,43 und 4,5 pm Polystyrolpartikel mit den Vorwértsstreu-
licht-Histogrammen von Sorbacid 701 und HT-Granulat. Die horizontale Linie G kennzeichnet
das Grofkengate.

Bestimmung der PI-Menge

Zur Ermittlung der nétigen PI-Menge zur quantitativen Farbung der gebundenen DNA wur-
den mit DNA-Lo6sung inkubierte Hydratalcit Proben mit unterschiedlichen Mengen PI-Losung
versetzt und durchflusszytometrisch analysiert. Abbildung zeigt den Anstieg der Fluores-

zenzintensitdt mit steigender PI-Menge.
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Abb. 3.4: Fluoreszenzhistogramme nach Zugabe der angegebenen Menge PI-Losung zu einer
DNA beladenen A: HT-Granulat- B: Sorbacid 701-Suspension.
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Bindungskapazitit von DNA an Hydrotalcit in einer Langzeitkinetik

Zunichst wurden die Ergebnisse aus den statischen Bindungsstudien durchflusszytometrisch
verifiziert. Die Durchfiihrung der durchflusszytometrischen Messungen ist in Abschnitt
auf Seite 28| beschrieben. Die statischen Bindungsstudien zeigten einen Kapazitatsunterschied
zwischen HT-Granulat calciniert und Sorbacid 701 calciniert nach 1 h Inkubation mit DNA-
Losung um den Faktor 1,47. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung sind in
Tabelle wiedergegeben.

Material Fluoreszenzintensitit [rel. Einheiten)]
unbeladen PI DNA DNA-+PI

Sorbacid 701 | 0,31 0,43 0,79 24.5

calciniert

HT-Granulat 0,31 0,48 0,52 16,0

calciniert

Tab. 3.3: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messung der Adsorptionskapazitit von
DNA an Sorbacid 701 und HT-Granulat nach einstiindiger Inkubation.

Ein Anstieg der Fluoreszenzintensitiat nach einstiindiger Inkubation mit DNA-Lésung von
0,31 auf 0,79 fiir calciniertes Sorbacid 701 und von 0,31 auf 0,52 fiir calciniertes HT-Granulat
war zu verzeichnen. Diese Ergebnisse korrelierten mit der Beobachtung, dass die Partikelgro-
fe mit zunehmender Inkubationsdauer und somit mit steigender adsorbierter DNA-Menge
zunahm (Daten nicht gezeigt). Beim Vergleich der relativen Fluoreszenzintensitéiten der mar-
kierten Hydrotalcite zeigte sich bei Sorbacid 701 ein Wert von 24,5 und bei HT-Granulat von
16,0, was einem Faktor von 1,53 zwischen den beiden Stoffen entspricht.

Durchflusszytometrische Messungen der Bindungsversuche nach 16 h waren nicht moglich.
Durch die lange Inkubationszeit hatten sich grofse Hydrotalcit-Aggregate gebildet, die z.T.
einen Durchmesser von >50 pm aufwiesen und die Kapillare des Durchflusszytometers ver-
stopften. Nach Zertrennung der Aggregate mittels Ultraschall konnte kein Unterschied in der
Fluoreszenzintensitdt zu den Proben nach einstiindiger Inkubation festgestellt werden. Der

Effekt der Aggregation liefs sich durch Erhohung der DNA-Konzentration noch steigern.

Bindungskapazitdt von DNA an Hydrotalcit in einer Kurzzeitkinetik

Fiir die Messung der schnellen Bindungsvorgénge wurde die Fluoreszenzintensitét gegen die
Zeit aufgenommen. Die Messungen liefen jeweils 300 s wobei nach 10 s die Zugabe des Adsor-
bats erfolgte. Die Kontrollmessungen haben gezeigt, dass die Zugabe der PI- bzw. der DNA-LG-
sung zu einer wéssrigen Hydrotalcitsuspension keine Auswirkung auf die Fluoreszenzintensitét
hatte (siehe Abbildung auf der folgenden Seite). In der Abbildung wird exemplarisch der
zeitliche Verlauf der Fluoreszenzintensitéit nach Zugabe von DNA- bzw. PI-Lésung zur Sorba-
cid 701-Suspension gezeigt. Da die Kinetik-Dotplots fiir HT-Granulat und fiir die calcinierten

Materialien den gleichen Verlauf zeigten, wurde auf ihre Darstellung verzichtet.
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Abb. 3.5: Kinetik-Dotplot: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitit nach Zugabe von
A: DNA- B: PI-Losung zu einer Sorbacid 701-Suspension.

Die Auswertung der Kurzzeitkinetik erfolgte durch Ausmessen der Kinetik-Dotplots. Im
Dotplot ist die Abszisse in 1000 und die Ordinate in 1024 Kanéle unterteilt, wobei an der
Abszisse die Zeit und an der Ordinate die Fluoreszenzintensitéit aufgetragen wurde. Die Mes-
sungen liefen jeweils 300 s, das entsprach 300 ms fiir jeden Kanal. Der Verlauf der Fluoreszenz
gegen die Zeit vor und nach Bindung der markierten DNA an das Hydrotalcit ist nahezu li-
near, somit wurden fiir die Abschétzung der Menge an gebundener DNA die statistischen
Auswertungen der Zytometer-Software verwendet. Da der Verlauf der Fluoreszenzintensitét
parallel zur Ordinate an jedem Zeit-Kanal einer gauflschen Verteilung entspricht, wird der ge-
mittelte Y-Wert fiir die Abschétzung der Bindungskapazitit verwendet. Abbildung zeigt

die Auswertung eines solchen Kinetik-Dotplots.

Die fiir die Auswertung relevanten Punkte sind als F1 und F2 bzw. T1 und T2 gekenn-
zeichnet. F'1 und F2 sind jeweils die Werte fiir die durchschnittliche Fluoreszenzintensitét, T1
ist der Zeitpunkt der Zugabe der markierten DNA-Losung und T2 markiert den Zeitpunkt,
von dem an Anlagerung der markierten DNA an die Hydrotalcit-Partikel detektiert werden
konnte. Der Quotient F aus F2 durch F1 liefs somit eine Aussage iiber die relative Menge
gebundener DNA zu, und die Differenz T aus T2 und T1 liek eine Aussage iiber die Adsorpti-
onsgeschwindigkeit zu. Diese Werte wurden fiir Sorbacid 701 und HT-Granulat in der jeweils
calcinierten und nicht calcinierten Form bestimmt und sind in Tabelle [3:4] zusammengefasst.

Nach Auswertung der Kinetik-Dotplots zeigte sich ein unterschiedliches Adsorptionsver-
halten der Hydrotalcite. Bei den unbehandelten Materialien zeigte Sorbacid 701 mit einem
Quotienten F von 39,2 ein hoheres Adsorptionsvermogen als HT-Granulat (29,7). Bei der Ad-

sorptionsgeschwindigkeit zeigte sich jedoch ein anderes Verhalten, hier band das unbehandelte
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Abb. 3.6: Kinetik-Dotplot: Zeitlicher Verlauf der Fluoreszenzintensitat nach Zugabe von PI-
markierter DNA-Losung zu einer HT-Granulat calciniert-Suspension. F1 und F2 sind jeweils
die Werte fiir die durchschnittliche Fluoreszenzintensitat, T1 ist der Zeitpunkt der Zugabe
der markierten DNA-LGsung und T2 markiert den Zeitpunkt, ab dem die Anlagerung der
markierten DNA an die Hydrotalcit-Partikel detektiert werden konnte.

Sorbacid 701 Sorbacid 701 | HT-Granulat HT-Granulat
calciniert calciniert
F [rel. Einheiten] | 39,2 91,3 21,6 29,7
T [s] 94 94 84 73

Tab. 3.4: Auswertung der Kinetik-Dotplots.

HT-Granulat nach 84 s, somit 10 s schneller als das Sorbacid 701. Nach Calcination erhohte
sich die Absorptionskapazitit beider Hydrotalcite; fiir Sorbacid 701 stieg sie von 39,2 auf 91,3
und fiir HT-Granulat von 21,6 auf 29,7. Die Adsorptionsgeschwindigkeit fiir Sorbacid 701
wurde durch die Calcination nicht beeinflusst, sie blieb bei 94 s. Fiir HT-Granulat verringerte

sich die Adsorptionsgeschwindigkeit von 84 auf 73 s.
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Waéhrend der Durchfiihrung hatte sich gezeigt, dass die verwendeten Hydrotalcite einem
Alterungsprozess unterlagen, der sich auf die DNA-Bindungskapazitit auswirkte. Um dieses
Phénomen néher zu untersuchen und den Verlust an Bindungskapazitidt quantitativ zu bestim-
men, wurden die Kurzzeitkinetik-Messungen mit frischem Material wiederholt. Hier wurden
wiederum die normale und die calcinierte Form von Sorbacid 701 und HT-Granulat verwendet.
Die Ergebnisse sind in Tabelle wiedergegeben.

Sorbacid 701 Sorbacid 701 | HT-Granulat HT-Granulat
calciniert calciniert
F [rel. Einheiten| | 88,2 123,6 20,4 63,6
T [s] 89 94 85 160

Tab. 3.5: Auswertung der Kinetik-Dotplots. Die Messungen wurden mit frischem Hydrotalcit
durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dass Sorbacid 701 eine deutlich erhdhte Adsorptionskapazitit aufwies, der
Quotient F stieg von 39,2 auf 88,2 fiir die normale und von 91,3 auf 123,6 fir die calci-
nierte Probe. Die Bindungszeiten wichen nur geringfiigig von den ersten Messungen ab. Fiir
HT-Granulat konnten keine Anderungen in den Adsorptionseigenschaften festgestellt werden,
weder der F-Wert (Anderung von 21,6 auf 20,4), noch die Bindungsgeschwindigkeit (Anderung
von 84 auf 85 s) hatte sich nennenswert verdndert. Fiir die calcinierte Form des HT-Granulats
zeigte sich eine Anderung sowohl in der Bindungskapazitit mit einem Anstieg von 29,7 auf

63,6, als auch in der Bindungsgeschwindigkeit mit einer Verzogerung von 73 auf 160 s.

3.5 Diskussion

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Hydrotalcit als Adsorbens fiir DNA dienen kann,
wobei hier als Modell-DNA die Heringssperma-DNA Séure eingesetzt wurde. Die verwendeten
Hydrotalcite wiesen dabei eine unterschiedliche Bindungskapazitéit auf, die davon abhingen,

ob die Hydrotalcite in der calcinierten Form vorlagen.

Statische Bindungskapazitit von DNA an Hydrotalcit

Anhand statischer Bindungsversuche wurde gezeigt, dass Sorbacid 701 in der calcinierten

1 1

Form eine Bindungskapazitit von 1227 mg-g=", im Gegensatz zu 42,8 mg-g~" in der nor-

1

malen Form und HT-Granulat in der calcinierten Form von 209,1 mg-g~", im Gegensatz zu

1

14,4 mg-g~" in der normalen Form nach 16 h Inkubation aufwiesen. Bei einer Reduktion

der Bindungszeit auf 1 h fiihrt dies zu einer deutlichen Abnahme der Bindungskapazitéit.

I und

Hier wies Sorbacid 701 in der calcinierten Form eine Bindungskapazitit von 84,9 mg-g~
HT-Granulat von 57,6 mg-g~! auf. Die erhohte Bindungskapazitit der calcinierten Form nach

16 h ist zu einem Teil darauf zuriickzufiihren, dass die Angaben der Kapazitdten auf mg DNA
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pro g Trockenmasse Hydrotalcit bezogen sind. Bei der Calcination werden COs und Wasser

aus der Schichtstruktur verdrangt woraus eine Gewichtsabnahme von ca. 40 % resultiert.

Bindungskapazitit von DNA an Hydrotalcit in einer Langzeitkinetik

Werden die Ergebnisse der statischen Kapazitiatsmessungen mit den durchflusszytometrischen
Messungen verglichen, so zeigt sich eine gute Korrelation. Fiir die Kapazitdten von Sorba-
cid 701 und HT-Granulat in der jeweils calcinierten Form wurden fiir die statischen Messungen
ein Kapazitatsunterschied um den Faktor 1,47 gemessen. Die durchflusszytometrischen Mes-
sungen haben hier einen Kapazitatsunterschied um den Faktor 1,53 ergeben. Dies entspricht
einer Abweichung zwischen den beiden Methoden von 4 %. Die durchflusszytometrischen Mes-
sungen nach 16-stiindiger Inkubation mit DNA-LGsung konnten nicht durchgefiihrt werden,
da eine zu starke Verklumpung der Hydrotalcitpartikel zu beobachten war. Durch die Zugabe
von DNA zu einer Hydrotalcitsuspension findet zunéchst eine Adsorption an der Teilchenober-
flache statt (Physisorption). Mit zunehmender DNA-Menge lagern sich die Hydrotalcitpartikel
zusammen und bilden Aggregate mit einem Durchmesser von >50 pm. Eine Zerteilung der
Klumpen mittels Ultraschall fithrte bei der anschlieBRenden Messung zu keiner erhéhten Bin-
dungskapazitit. Hier liegt die Vermutung nahe, dass sich bei langerer Inkubationsdauer die
DNA in mehreren Schichten um die Hydrotalcitpartikel lagert und sich durch die elektrosta-
tischen Wechselwirkungen zwischen der anionischen DNA und des kationischen Hydrotalcits
mehrere Partikel zusammenlagern. Nach Aufbrechen dieser Aggregate dissoziiert die locker

gebundene DNA wieder in die Losung (Desorption).

Bindungskapazitdt von DNA an Hydrotalcit in einer Kurzzeitkinetik

Mithilfe der Durchflusszytometrie war es moglich, die Bindungsvorgéinge von markierter DNA
an das Hydrotalcit in einer Kurzzeitkinetik zu messen. Hierzu wurde ein Probenréhrchen so
verdndert, dass es moglich war, wihrend der Messung Probe oder Reagenz zu der Vorlage
zu spritzen. Hierbei wurde in Vorversuchen ermittelt, ob nach Zugabe von PI- oder DNA-LG-
sung zu einer Hydrotalcit-Suspension bereits eine erhdhte Fluoreszenz zu messen ist (siche
Abbildung auf Seite . Es hat sich gezeigt, dass nach ca. 150 s ein leichter Anstieg der
Fluoreszenzintensitdt zu beobachten ist. Im Fall von PI diirfte dies mit der Fluoreszenz des
ungebundenen Farbstoffs zu erkldaren sein. Im Fall von DNA liegt die Vermutung nahe, dass
nach Zugabe ein verdndertes Streulichtverhalten der Hydrotalcitpartikel vorliegt.

Die Messung der Kurzzeitkinetik hat gezeigt, dass die erste Bindung an die Hydrotalcitpar-
tikel nach 73 s fiir das HT-Granulat und nach 94 s fiir das Sorbacid 701 detektiert werden
konnte. Die Messungen haben die erwarteten Werte fiir die Bindungskapazitét bestétigt. Auch
in den Kurzzeit-Messungen wiesen die calcinierten Hydrotalcite eine hohere Bindungskapazi-
tat auf. Bei Sorbacid 701 stieg sie von 39,2 auf 91,3 und fiir HT-Granulat von 21,6 auf 29,7.

Hier spiegelt sich das Ergebnis aus den Vorversuchen wieder; Sorbacid 701 besitzt eine hohere
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Bindungskapazitét als HT-Granulat. Hierbei ist hervorzuheben, dass HT-Granulat zwar eine
geringere Bindungskapazitdt als Sorbacid 701 aufweist, jedoch eine um 20 s schnellere Bin-
dungskinetik zeigt. Dies konnte mit der poréseren Struktur von HT-Granulat zu erkléren sein.
Ein Aggregat ist aus einer Vielzahl kleiner Kristalle mit einem Durchmesser von 250-600 pm
aufgebaut (siehe Abbildungen auf Seite auf Seite .

Bemerkenswert sind die Anderungen der Bindungskapazititen zwischen den frischen Hydro-
talcit-Proben und den Proben nach langerer Lagerung. Anhand der kinetischen Messungen
konnte gezeigt werden, dass sich die Bindungskapazitét fiir Sorbacid 701 in der calcinierten
und nicht calcinierten Form um den Faktor 1,35 bzw. 2,25 erhoht hat. Das HT-Granulat
zeigte in der nicht calcinierten Form keine Anderung der Bindungskapazitiit, jedoch erhihte
sich die Kapazitit nach dem Calcinieren um den Faktor 2,15. Zudem stieg die Bindungszeit
von 73 auf 160 s an. Die erhdhte Bindungskapazitdt kdnnte mit einer Strukturverdnderung
der Schichtstruktur bei langerer Lagerung zu erkléren sein, bei der sich die Zahl der freien
Bindungsstellen irreversibel verringert.

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Hydrotalcit in hohem Maff DNA bindet.
Die Bindungskapazitdt wurde sowohl photometrisch als auch durchflusszytometrisch mithilfe
des selektiv DNA-bindenden Farbstoffs Propidiumiodid bestimmt. Eine Messung der absolu-
ten Bindungskapazitat ist mithilfe der Durchflusszytometrie allerdings nicht mdoglich, da nur
relative Fluoreszenzintensitdten gemessen werden konnen. Zur Ermittlung von schnellen Bin-
dungsvorgingen wurde eine Apparatur entwickelt, die es ermdglicht, wihrend der Messung
Probe und/oder Reagenzien zu der vorgelegten Probe zu spritzen. Auf diesem Weg konnte die
Bindungsgeschwindigkeit von DNA an Hydrotalcit in einem Zeitfenster von 300 s bestimmt

werden.
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4 Messung oszillierender Hefen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Bioreaktor-Kultivierungen von Saccharomyces cere-
vistae durchgefiihrt. Die Prozessgrofsen wurden online mittels 2D-Fluoreszenzspektroskopie
(BioView), In-situ-Mikroskopie und Abgasanalytik aufgenommen; Offline-Prozessgrofen wa-
ren die durchflusszytometrische Messungen des Neutrallipid- und Gesamtproteingehaltes sowie
der Zellzyklusphasen.

Durch Auswertung der 2D-Fluoreszenzdaten mittels Hauptkomponentenanalyse (PCA:
Principal Component Analysis) oder multilinearer Regression und Ubertragung in ein PLS-
Modell (Partial Least Squares) konnten schwer zugéngliche Prozessgrofen indirekt verfiighar
gemacht werden. Die Validierung der Ergebnisse erfolgte dabei {iber die online und offline
ermittelten Prozessgrofsen. Fiir weitere Informationen zu den hier verwendeten Modellen sei

auf die laufende Dissertation von K. Hantelmann verwiesen [40].

4.1 Methoden
4.1.1 Kultivierung oszillierender Hefe

Die Kultivierung erfolgte in einem 2 l-Edelstahlreaktor, iiber dessen seitliche 25 mm Ports das
In-situ-Mikroskop und der BioView-Sensor installiert wurden. Weitere Prozessdaten wurden
iiber pH-, pOs-Elektrode und Thermoelement aufgenommen. Uber Zu- und Abléufe fiir Me-
dium, Glucoselosung, Sdure und Base wurden die Verdiinnung und der pH-Wert der Kultur
geregelt, die Abgasanalytik war tiber einen Abgaskiihler mit dem Reaktor verbunden.

Der Bioreaktor-Kultivierung gingen eine Vorkultur und eine batch Kultivierung voraus.
Fiir die Kultivierung wurde der Hefestamm Saccharomyces cerevisiae, Wildstamm H620 ein-
gesetzt. Die Vorkultur wurde aus einer Schrigagar-Kultur in einen 300 ml-Schiittelkolben
{ibergeimpft, mit 50 ml Schatzmann-Medium (zusitzlich mit Na-Citrat 5,8 g-17!) aufgefiillt
und 24 h im Schiittelschrank bei 120 min~—! und 30 °C inkubiert. Fiir die batch Kultivierung
wurde die Vorkultur in einen 2 1-Reaktor iibergeimpft. Vorher wurde der Reaktor mit 1 800 ml
Schatzmann-Medium befiillt, zur Sterilisierung 20 min bei 121 °C autoklaviert und anschlie-
fend mit Glucose-, Vitamin- und Antibiotikalésung versetzt. Die Kultivierung erfolgte iiber
21 h bei 800 min~!.

Zur kontinuierlichen Reaktionsfithrung wurde eine Feed-Losung aus 22 1 Schatzmann-Medi-
um mit einer Glucosekonzentration von 30 g-1=! steril filtriert und in ein steriles Vorratsgefif
gepumpt. Die kontinuierliche Zugabe der Feed-Lésung erfolgte iiber eine Schlauchpumpe.
Die Kultivierungsparameter von zwei durchgefiithrten Bioreaktor-Kultivierungen sind in Ta-
belle auf der folgenden Seite zusammengefasst. Die Oszillation der Hefen wurde durch
eine Hungerphase {iber 1-2 h und anschlieffende schrittweise Erhohung der Verdiinnungsrate

initiiert.
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Verdiinnungsrate 0,15 h~! 0,16 h—!
Medium Schatzmann-Medium mit 30 g-1=! Glucose
pH-Wert 5,6 (£0,1)

Temperatur 30 °C (£0,1 °C)
Riihrerdrehzahl 1200 min—!

Begasungsrate 5 l-min—!

Tab. 4.1: Ubersicht der Kultivierungsparameter fiir die kontinuierlichen S. cerevisiae Kulti-
vierungen

Als online Messsystem zur spektroskopischen Untersuchung der Zellsuspension wurde der
BioView-Sensor verwendet. Abbildung [£.1] zeigt den schematischen Aufbau; Anregungs- und
Emissionsstrahlung werden durch Filterrdder mit 16 Filtern in definierte Wellenléngenbereiche
unterteilt. Als Lichtquelle dient eine Xenonlampe und zur Detektion des Emissionslichts wird

ein Photomultiplier eingesetzt.

Emissions-
filterrad

Referenzdetektor
Lientquelle £, Lichtleiter
| Strahiteil el
rahlteiler
. Stromversorgung meakdar
Lichtquelle Exzitations- L ws
filterrad =
Photomultlpller Lichtleiter
:) vom
Reaktor
! Linse

Detektor Verstarker

Elnr|1e|t J»

Kontroll- und .
j Steuereinheit <+——» EDV Reakiorwand Medium

Abb. 4.1: Schematischer Aufbau des BioView-Sensors.

S

Die durch das Filterrad festgelegten Anregungswellenléngen decken einen Bereich von 270
bis 550 nm und die Emissionswellenldngen einen Bereich von 310 bis 590 nm jeweils in 20 nm
Schritten ab. Bei den Filtern handelt es sich um Bandpassfilter mit einer Breite von 20 nm.
In Tabelle sind die gemessenen Biomolekiile mit den entsprechenden Anregungs- und

Emissionswellenldngen zusammengefasst.

Durch Auftragung der Anregungs- gegen die Emissionsspektren wird ein dreidimensiona-

les Fluoreszenzspektrum erhalten. Die Angabe der Fluoreszenzintensitit erfolgt als relative
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Biomolekiil Ex [nm] Em [nm]
NADH [38] 340 460
Pyridoxin [25] 324 390
Tryptophan, Tyrosin [127] 287 348
Flavine [127] FAD | 370 520

FMN 450 520

Tab. 4.2: Anregungs- und Emissionswellenldngen der gemessenen Biomolekiile

Fluoreszenzintensitéten (RFI), da sie unter anderem von geratespezifischen Grofen abhéngig
ist [77].

4.1.2 Durchflusszytometrische Detektion morphologischer und biochemischer
Parameter

Fiir die durchflusszytrometrischen Analysen wurden in unregelméfigen Abstdnden Proben
aus dem Reaktor entnommen. Das Probenintervall richtete sich dabei nach der Wachstums-
phase der Hefezellen; bei einer hohen COs-Freisetzung wurden Proben im 3—-5 min Abstand
entnommen, bei geringerer CO2-Freisetzung im 5-15 min Abstand. Um den Metabolismus der
Hefezellen moglichst schnell zu unterbrechen, wurden die Zellen in eiskaltem Ethanol fixiert.
Dazu wurden bei jeder Probennahme drei parallele Proben von 300 ul genommen, mit 600 pl

Ethanol (-18 °C) vermischt und bei -18 °C gelagert.

Zellzyklusanalyse

Die quantitative Anfarbung der DNA wurde mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs Sytox Griin
durchgefiihrt. Sytox Griin ist ein selektiv DNA-bindender Farbstoff, der besonders fiir Mikro-
organismen mit kleinem Genom geeignet ist. Im Vergleich zu anderen DNA-Farbstoffen weist

Sytox Griin nach Bindung an DNA eine um Faktor 500 héhere Fluoreszenz auf.

Stoffdaten fir Sytor Griin

Molekulargewicht 600 g-mol~*

Losemittel DMSO (Stammlosung), PBS (Arbeitslosung)
Anregungswellenldnge 504 nm

Emissionswellenlénge 523 nm

QY 0,53

Absorptionskoeffizient 67000 cm~'M~!

Fiir die Analyse des Zellzyklus wurden 100 pl der mit Ethanol fixierten Zellen in 1000 pl
PBS suspendiert, zentrifugiert (5 min bei 800-g), in 200 nul PBS resuspendiert und mit 100 pl
RNAse-Losung (2 mg-ml~! in PBS) versetzt. Die Zellsuspension wurde bei RT im Dunkeln
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iiber Nacht inkubiert und anschliefsend mit PBS gewaschen. Das Zellpellet wurde in 900 pl
PBS resuspendiert und mit 100 pl Sytox Griin-Losung (5 pM) versetzt. Die Zellsuspension
wurde 15 min im Dunkeln inkubiert, mit PBS gewaschen, in 1000 pl PBS resuspendiert und

anschlieffend durchflusszytometrisch analysiert.

Lipidgehalt

Neutrallipide (z. B. Cholesterol-Ester, Triglyceride) sind ein Bestandteil der Zellmembran und
der Zellorganellen, aufserdem reichern sie sich in intrazelluldren Lipidtropfchen an. Es hat
sich gezeigt, dass der Neutrallipid-Gehalt von der Zellzyklusphase abhéngt. Zur Detektion
der Neutrallipide wird der Fluoreszenzfarbstoff BODIPY eingesetzt. Im Vergleich zu dem
Lipid-Farbstoff Nil Rot weist BODIPY eine hohere Selektivitdt fiir Neutrallipide und ein
besseres Signal/Rausch-Verhéltnis auf [31].

Stoffdaten fiir BODIPY
Molekulargewicht 262,11 g-mol~!
Losemittel DMSO (Stammlosung), PBS (Arbeitslosung)

Anregungswellenlinge 493 nm
Emissionswellenldnge 503 nm

QY 0,9
Absorptionskoeffizient 80000 cn M1

Zur Messung der Neutrallipide wurden 100 pl der mit Ethanol fixierten Zellen in 1000 pl
PBS resuspendiert, zentrifugiert (5 min bei 800-g), in 1000 pl PBS resuspendiert und mit
100 1l BODIPY-Losung (10 pg-ml~! in PBS) versetzt. Die Zellsuspension wurde 20 min im
Thermomixer (800 min~!) bei RT inkubiert. Die Zellsuspension wurde zweimal mit PBS
gewaschen, in 1000 ul PBS resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert. Die Proben

der Lipid-Messung wurden ebenfalls fiir die Messung der Morphologie verwendet.

Proteingehalt

Proteine besitzen eine Vielzahl an reaktiven Gruppen; zur Markierung von Proteinen mit
Fluoreszenzfarbstoffen werden fast ausschliefslich Amin-reaktive Stoffe eingesetzt. In dieser
Arbeit wurde das Isothiocyanat-Derivat von Fluorescein eingesetzt, das mit priméren Aminen
unter Bildung eines Thioharnstoff-Derivats reagiert. Bei der Farbung mit FITC kann nicht
von einer homogenen Farbung aller Proteine ausgegangen werden, aus diesem Grund ist diese
Methode nicht fiir eine quantitative Bestimmung geeignet, jedoch bietet sie die Moglichkeit,
Proben gleicher Herkunft miteinander zu vergleichen. Um unerwiinschte Nebenreaktionen zu

vermeiden, diirfen keine Puffer verwendet werden, die primére Amine enthalten (z.B. Tris).
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Die Farbung muss direkt vor der Messung erfolgen, da die NN’-Thioharnstoffverbindungen

nicht stabil sind.

Stoffdaten fir FITC

Molekulargewicht 389,38 g-mol !

Losemittel DMSO (Stammlosung), PBS (Arbeitslosung)
Anregungswellenlinge 494 nm

Emissionswellenlénge 518 nm

QY 0,9

Absorptionskoeffizient 68000 cm~*M~! (bei pH 8,0)

Zur Messung des Gesamtproteingehalts wurden 100 pl der mit Ethanol fixierten Zellen in
1000 ul PBS resuspendiert, zentrifugiert (5 min bei 800-g), in 1000 pl PBS resuspendiert und
mit 100 pl FITC-Lésung (10 pg-ml~! in DMSO) versetzt. Die Zellsuspension wurde 20 min
im Thermomixer (800 min~!) bei RT inkubiert, zweimal mit PBS gewaschen, in 1000 nl PBS

resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert.

4.2 Ergebnisse

Es wurden zwei kontinuierliche Kultivierungen mit unterschiedlichen Verdiinnungsraten durch-
gefiihrt. Fiir die erste Kultivierung mit einer Verdiinnungsrate von 0,15-h~! (im folgenden als
H1 bezeichnet) wurde eine stabile Oszillation tiber 49 h beobachtet; die Lange des Zyklus
betrug 3 h 30 min mit einer Abweichung von +10 min. Fiir die zweite Kultivierung mit einer
Verdiinnungsrate von 0,16-h~! (im folgenden als H2 bezeichnet) wurde eine stabile Oszillati-
on iiber 13 h beobachtet; die Lange des Zyklus betrug 3 h 50 min mit einer Abweichung von
410 min.

Fiir die Auswertung der Oszillationen wurden die Zeitrdume zwischen der 94. und 101.
Kultivierungsstunde fiir die erste Kultivierung und zwischen der 260. und 268. Kultivierungs-
stunde fiir die zweite Kultivierung herangezogen. Beide betrachteten Zeitraume decken jeweils

zwei vollstdndige Ostzillationszyklen ab.

4.2.1 Verlauf der Zellzyklusanteile

Fiir die Gegeniiberstellung der Daten wurde jeweils ein direkter Vergleich mit dem COs-Gehalt
des Abgas vorgenommen, weil diese Prozessgrofe die Metabolismusaktivitit der Hefezellen
direkt widerspiegelt. Zur Verdeutlichung sind in Abbildung [£.2]auf der folgenden Seite und
auf der folgenden Seite die Anteile der Zellzyklusphasen gegen den COs-Gehalt des Abgases
abgebildet. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurden die einzelnen Zellzyklusphasenanteile in

farbigen Balken skizziert.
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Abb. 4.2: CO2-Gehalt des Abgases und Zellzyklusanteile der Kultivierung von S. cerevisiae

mit einer Verdiinnungsrate von 0,15-h~! (H1) gegen die Prozesszeit. Der Zellzyklusverlauf ist
iiber Trendkurven wiedergegeben.
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Abb. 4.3: CO2-Gehalt des Abgases und Zellzyklusanteile der Kultivierung von S. cerevisiae
mit einer Verdiinnungsrate von 0,16-h~! (H2) gegen die Prozesszeit. Der Zellzyklusverlauf ist
iiber Trendkurven wiedergegeben.
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In beiden Abbildungen ist zu erkennen, dass beim Durchlauf eines Oszillationszyklus die
einzelnen Zellzyklusphasen periodisch durchlaufen wurden. Bei der H1-Kultivierung war fiir
die G1-Phase der CO2-Gehalt mit 0,6 % fiir ca. 90 min konstant. Im weiteren Verlauf stieg die
Stoffwechselaktivitit, was sich durch einen Anstieg des COo-Gehalts duferte. Hat die Zelle
die Vorbereitungen fiir die Zellteilung abgeschlossen, wird der Restriktionspunkt (START)
iiberschritten und die Zelle tritt in die S-Phase ein; hier erreichte der COs-Gehalt ein Ma-
ximum von 1,3 %. Wihrend der S-Phase fallt der COy-Gehalt auf einen Plateauwert von
0,9 % ab. Nach der Verdopplung der DNA iiberschreitet die Zelle einen weiteren Restriktions-
punkt, was sich in einem lokalen Maximum von 1,0 % im COs-Gehalt aufserte und geht in die
G2/M-Phase tiber. Wéhrend des Ablosens der Tochterzelle kommt die Stoffwechselaktivitét
nahezu zum Erliegen; der CO3-Gehalt erreichte wieder sein Minimum bei 0,6 %.

Fiir die H2-Kultivierung war ein dhnlicher Verlauf zu verzeichnen, jedoch mit unterschied-
lichen Phasenldngen im Vergleich zu der H1-Kultivierung. Hier wurde in der S-Phase ein
CO9-Gehalt von 1,17 % erreicht; ein lokales Maximum konnte nicht beobachtet werden. Nach

der Zellteilung fiel der CO9-Gehalt wieder auf einen konstanten Wert von 0,77 % ab.

4.2.2 Verlauf des Gesamtproteingehalts

Der Verlauf der Proteinkonzentration ist ebenfalls periodischen Schwankungen unterworfen.
In Abbildung auf der folgenden Seite und auf der folgenden Seite ist der Verlauf des
durchflusszytometrisch gemessenen Gesamtproteingehalts mit dem COs-Gehalt des Abgases
sowie der BioView-Spektren von Tryptophan und Tyrosin gegen die Prozesszeit aufgetragen.
Auftillig bei beiden Kultivierungen war der asynchrone Verlauf der BioView- und der durch-
flusszytometrischen Messung der Proteine. Die BioView-Messung wies ein Maximum gegen
Ende der G1-Phase auf und sank in der G2-Phase auf ein Minimum ab. Die durchflusszyto-
metrische Messung wies einen steilen Anstieg zu Beginn der G2-Phase auf und sank dann
wahrend der G1-Phase auf ein Minimum ab. Der Verlauf des durchflusszytometrisch gemesse-

nen Gesamtproteingehalts lief synchron mit dem G2-Zellzyklusanteil.

4.2.3 Verlauf des Neutrallipidgehalts

Um eine zellzyklusabhéngige Schwankung des Lipidgehalts der Hefezellen leichter erkennen zu
kénnen, wurde der Lipidgehalt mit den G1- und G2-Zellzyklusanteilen gegen die Prozesszeit
aufgetragen (siehe Abbildung auf Seite 47| und auf Seite . Fiir beide Kultivierungen
zeigte sich ein mit der G2-Phase synchroner Lipidgehalt. Wahrend H1 zeigte sich ein Anstieg
iiber den gesamten Verlauf, das Maximum in der ersten Oszillationsphase lag bei 11,4 und das
Maximum in der zweiten Oszillationsphase bei 13,2. Fiir den Verlauf von H2 konnte nur ein

Maximum bei 8,9 aufgenommen werden. Hier war weiterhin auffillig, dass sich die Amplitude
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Abb. 4.4: CO9-Gehalt des Abgases und der Gesamtproteingehalt der Kultivierung von
S. cerevisiae mit einer Verdiinnungsrate von 0,15-h~! (H1) gegen die Prozesszeit. Der Ge-
samtproteinverlauf ist iber Trendkurven wiedergegeben.
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Abb. 4.5: CO2-Gehalt des Abgases und der Gesamtproteingehalt der Kultivierung von
S. cerevisiae mit einer Verdiinnungsrate von 0,16-h~! (H2) gegen die Prozesszeit. Der Ge-
samtproteinverlauf ist iber Trendkurven wiedergegeben.

wahrend der H2 Kultivierung iiber 5,9 RFI-Einheiten und wéhrend der H1 Kultivierung iiber
8,0 RFI-Einheiten ausdehnte.
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Abb. 4.6: G1- und G2- Zellzyklusphasenanteile und Lipidgehalt der Kultivierung von
S. cerevisiae mit einer Verdiinnungsrate von 0,15-h~1 (H1) gegen die Prozesszeit. Der Zell-
zyklusverlauf und Lipidgehalt sind tiber Trendkurven wiedergegeben.

gmo- - 142
8 o
©
| 801 2 12 &
' O
d
- S
>, 60- -10.2
~ ©
O =
| 2
T 40+ - 8 |
I

20 - 6

0 4

1 - 1 = 1 > 1 ® 1 " 1 = 1 = 1 L
260 261 262 263 264 265 266 267 268
Prozesszeit [h]

Abb. 4.7: G1- und G2- Zellzyklusphasenanteile und Lipidgehalt der Kultivierung von
S. cerevisiae mit einer Verdiinnungsrate von 0,16-h~! (H2) gegen die Prozesszeit. Der Zell-
zyklusverlauf und Lipidgehalt sind iiber Trendkurven wiedergegeben.

4.2.4 Populationsanalyse

Mithilfe der Bildauswertungssoftware des In-situ-Mikroskops war es moglich, Einzelzellen von

sprossenden Zellen und Zellaggregaten zu unterscheiden. Mithilfe des Durchflusszytometers
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war es ebenso moglich, die Hefezellpopulationen anhand ihrer Morphologie zu unterscheiden.
Im Vorwirts- gegen Seitwartsstreulicht-Dotplot konnten die Einzelzellen anhand ihres gerin-
gen FSC/SSC-Anteils identifiziert und zur Auswertung durch ein Gate isoliert werden. Der
Anteil an Einzelzellen ist in Prozent der Gesamtpopulation angegeben. Hierbei wurde verein-
facht angenommen, dass die Zellen, die sich nicht im Einzelzellstadium befanden, sprossende
Zellen waren; Zellaggregate wurden dabei nicht beriicksichtigt. Die Auswertung ist in Abbil-
dung[4-§ wiedergegeben; zum direkten Vergleich wurden die Ergebnisse des In-situ-Mikroskops
mit angegeben. Der Verlauf der beiden Analysen zeigte einen Anstieg des Einzelzell-Anteils
wahrend der G1-Phase, der mit Beginn der S-Phase absinkt und zum Beginn der G2-Phase
ein Minimum durchlief. Zur Besseren Ubersicht wurden hier die Farbbalken zur Zellzyklus-I-

dentifizierung eingefiigt.
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Abb. 4.8: CO2-Gehalt des Abgases und Populationsanalyse durch das In-situ-Mikroskop
und das Durchflusszytometer der Kultivierung von S. cerevisiae mit einer Verdiinnungsrate
von 0,15-h~! (H1) gegen die Prozesszeit. Die Verliufe sind {iber Trendkurven wiedergegeben.

4.2.5 Erstellung von PLS-Modellen

Fiir die Erstellung von PLS-Modellen zur Vorhersage des Kultivierungsverlaufs mussten die
durchflusszytometrischen Messwerte durch Trendfunktionen wiedergegeben werden. Im Fall
der Zellzyklusanalysen wurden die Verlaufe der Zellzyklusanteile durch polynomische Funk-
tionen 4. Grades fiir die G1- und 5. Grades fiir die S- und G2-Phase wiedergegeben. Durch

Anwendung eines Savitzky-Golay Filters konnte das Rauschen eleminiert werden. Fiir die Qua-
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litdt des rechnerischen Ergebnisses wurde die Summe der Zellzyklusphasen-Anteile als Priif-
summe bestimmt; zu jedem Zeitpunkt musste diese 100 % (+5 %) betragen. Die Korrelation
der Messwerte mit dem Rechenmodell betrug 0,92-0,99. Der Verlauf des Lipidgehalts wurde
durch eine polynomische Funktion 5. Grades wiedergegeben. Die Korrelation der Messwerte
mit dem Rechenmodell betrug 0,995. Fiir die Messwerte der Proteinbestimmung konnte keine
geeignete Funktion ermittelt werden, somit erfolgte die Modellerstellung mit den Originalwer-
ten mit einer Korrelation zwischen den Messwerten und dem Rechenmodell von 0,984. Durch
die Funktionen der durchflusszytometrischen Messwerte und der in dem Zeitraum aufgenom-
menen 2D-Fluoreszenzspektren konnten PLS-Modelle zur Vorhersage dieser Prozessgréfen
erstellt werden.

Die Vorhersage der Prozessgrofen (Zellzyklusanteile, Proteine, Lipide) mithilfe der er-
stellten PLS-Modelle wurde innerhalb einer Kultivierung mit konstanter Verdiinnungsrate
(D=0,15-h~!) erreicht. Die Vorhersage dieser Prozessgréfen auf eine andere Kultivierung mit
einer verschiedenen Verdiinnungsrate (D=0,16-h~!) konnte nicht realisiert werden.

Fiir eine weitere Erlduterung und Auswertung der PLS-Modelle wird an dieser Stelle auf

die laufende Dissertation von K. Hantelmann verwiesen [40].

4.3 Diskussion

Anhand der aufgenommenen Kultivierungsparameter wahrend der Kultivierung von oszillie-
renden Sacccharomyces cerevisiae konnten Abhéngigkeiten verschiedener Prozessgrofsen vom

Zellzyklus erkannt und erlautert werden.

Verlauf der Zellzyklusanteile

Oszillationszyklen mit gut voneinander getrennten Phasen weisen zwei Maxima im COs-Abgas
fiir die zwei Restriktionspunkte am Ende der G1- und zu Beginn der G2-Phase auf sowie zwei
nahezu konstante Plateau-Werte im COg-Abgas fiir die S- und G1-Phase. Bei der Auswer-
tung der Prozessparameter fiir die zweite Hefe-Kultivierung konnten zwei Maxima im Verlauf
des CO2-Gehalts des Abgases identifiziert werden, jedoch konnten keine Plateau-Werte iden-
tifiziert werden. Dies ist vermutlich auf einen groferen Anteil von asynchronen Hefezellen
zurlickzufiihren. Diese Vermutung wurde durch die Zellzyklusanalyse untermauert, bei der
ein Anstieg des S-Phasen-Anteils zu einem sehr frithen Zeitpunkt zu beobachten war. Fiir die
H1-Kultivierung wurden G1- und S-Phasen-Anteile von maximal 76 bzw. 59 % beobachtet,
fiir die H2-Kultivierung betrugen diese Maximalwerte 50 % bzw. 55 %. Hohe Anteile und die

saubere Trennung der G1- und S-Phasen sind ein Zeichen fiir ein hohes Maft an Synchronitét.

Verlauf des Proteingehalts
Der Proteingehalt der Hefezellen wurde mit zwei unterschiedlichen Verfahren bestimmt, zum

einen durch die BioView-Analyse der Emissionsspektren von Tryptophan und Tyrosin und
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zum anderen durch kovalente Kopplung des Fluoreszenzfarbstoffs Fluorescein an primére
Amingruppen der zelluldren Proteine und anschliefsende durchflusszytometrische Messung.
Die dadurch erhaltenen Ergebnisse fiir den Proteingehalt der Hefezellen verliefen asynchron,
was bereits bei Vorversuchen beobachtet wurde (Daten nicht gezeigt). Dieses Phanomen kann
anhand der beiden Messverfahren erklart werden. Durch die BioView-Analyse werden zwei
aromatische Aminosduren anhand ihres Absorptions-/Emissionsverhaltens detektiert; zur Ver-
einfachung wurde bisher davon ausgegangen, dass die beiden Aminosduren statistisch in den
zellularen Proteinen verteilt sind. Durch die durchflusszytometrische Analyse werden alle in-
trazelluldren Substanzen analysiert, die eine primére Amingruppe tragen, da diese kovalent
mit dem Fluoreszenzfarbstoff verbunden werden. Hier wurde ebenso vereinfacht davon ausge-
gangen, dass alle Proteine eine statistische Verteilung an priméren Amingruppen aufweisen
und somit gleichméfig von dem Farbstoff angefarbt werden. Eine asymmetrische Verteilung
von Tryptophan/Tyrosin bzw. der priméren Amingruppen wiirde zu dem beobachteten Phé-
nomen fithren. Zur genaueren Untersuchung dieses Phénomens reichen die bisher erhaltenen

Daten jedoch nicht aus, so dass weitere Untersuchungen notig sind.

Verlauf des Lipidgehalts

Die Speicherung von Lipiden stellt fiir die Zelle eine zentrale Rolle in der Energiespeicherung
dar. Als intrazelluldre Reservestoffe werden sie bei guter Ernihrungslage aus dem Uberschuss
der Néhrstoffe synthetisiert und bei Bedarf wieder abgebaut. Die Analyse des Lipid-Gehalts
wahrend eines Oszillationszyklus hat gezeigt, dass dieser periodischen Schwankungen unter-
worfen ist. Auffallig ist hierbei, dass der Lipidgehalt wihrend der H2-Kultivierung eine gerin-
gere Schwankung aufweist als wihrend der H1-Kultivierung. Dies kdnnte damit zu begriinden
sein, dass der Oszillationsverlauf wahrend des betrachteten Zeitraums ein kleineres Maft an
Synchronitit aufwies. Es ist zu erwarten, dass bei einer asynchron wachsenden Kultur der

Lipidgehalt aufgetragen gegen die Prozesszeit einen linearen Verlauf zeigt.

Populationsanalyse

Die Populationsanalysen mittels In-situ-Mikroskopie und Durchflusszytometrie zeigten eine
gute Korrelation bei der Identifizierung der Einzelzellen. Die Werte der In-situ-Mikroskop-
Auswertung zeigten eine starke Streuung, was auf die ungiinstige Prozessfithrung zuriickge-
fiihrt werden kann. Wihrend der Bioreaktor-Kultivierung wurde die Kultur mit 1200 min~!
geriihrt, jedoch ist die automatische Bildaufnahme und -auswertung auf eine maximale Riih-
rergeschwindigkeit von 800 min~! optimiert, so dass eine hohe Zahl an unbrauchbaren Auf-
nahmen generiert wurde. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte eine gute Abgrenzung
der einzelnen Populationen wahrend eines Oszillationszyklus. Eine gut zu identifizierende Ein-

zelzellpopulation konnte zum Ende der G1-Phase beobachtet werden, diese Population wurde

durch ein Gate isoliert, welches im weiteren Verlauf nicht mehr verédndert wurde. Hierbei
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sei angemerkt, dass der Ubergang von der G1- zur S-Phase mit einer Zunahme des Zellvolu-
mens und somit mit einem hoheren FSC/SSC-Anteil einhergeht. Aufgrund diese Phédnomens
besteht die Moglichkeit, dass grofere Einzelzellen aus dem Gate gefallen sind und nicht als

Einzelzellen identifiziert wurden.

Erstellung von PLS-Modellen

Die Vorhersage der einzelnen Prozessgrofsen durch die erstellten PLS-Modelle lieferte inner-
halb der gleichen Kultivierung reproduzierbare Ergebnisse. Eine Ubertragung des so erstellten
PLS-Modells auf eine Kultivierung mit gednderter Verdiinnungsrate war jedoch nicht moglich.
Hier konnte zwar der periodische Verlauf der Oszillation nachgestellt werden, jedoch mit feh-
lerhafter Amplitude und Lange der Oszillation.

Die Durchflusszytometrie liefert bei der Analyse und Erstellung von Modellen fiir das Zell-
wachstum wertvolle Informationen. Es hat sich gezeigt, dass nach Kombination der 2D-Fluo-
reszenzspektroskopie und der Durchflusszytometrie Modelle erstellt wurden, mit deren Hilfe
das Oszillationsverhalten der Hefezellen vorhergesagt werden konnte. Eine Ubertragbarkeit
der Modelle auf eine Kultivierung mit gednderten Prozessparametern war bisher noch nicht
moglich. Eine Verbesserung der Ubertragbarkeit wire durch die Anwendung von Filtern auf

die Fluoreszenzdaten, die ein hohes Signal /Rausch-Verhéltnis hatten, moglich.
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5 Gewinnung von pluripotenten Stammzellen

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein Verfahren entwickelt werden, mit dessen Hilfe es moglich

ist pluripotente Stammzellen aus dem Knochenmark von M&usen aufzureinigen.

5.1 Anwendung der Stammzelltherapie

Beim akutem Herzinfarkt kommt es durch Verschluss einer Herzkranzarterie zur irreversiblen
Nekrose von Teilen des Herzmuskels [45]. Der daraus resultierende Verlust an kontraktiler
Substanz fiihrt bei Patienten, die den akuten Infarkt iiberlebt haben, zu Umbauprozessen des
Herzmuskels, der in einer chronischen Herzschwiche (Herzinsuffizienz) enden kann [92]. Die
Nekrose des Herzmuskels beginnt beim Menschen etwa 15 bis 20 Minuten nach Verschluss
der Herzkranzarterie [42]. Die erste therapeutische Mafnahme nach einem Infarkt ist, diese
verschlossene Arterie wieder zu 6ffnen, um die Nekrose des Muskels zu stoppen. Mafsnahmen
zur Regeneration nekrotischer Areale nach Herzinfarkt stehen bislang nicht zur Verfiigung.
Da im Gegensatz zu anderen Organen eine Regeneration durch im Herzmuskel lokali-
sierte Stammzellen nicht in relevantem Mafe stattfindet [§], wurden in der Vergangen-
heit in Tierversuchen embryonale Stammzellen, Skelettmuskelmyoblasten und fotale bzw.
neonatale Herzmuskelzellen zur Therapie von abgestorbenem Herzmuskelgewebe eingesetzt
[59, 611, 80, 93, 112]. In weiteren Untersuchungen anhand eines Mausmodells wurde durch die
Injektion von autologen und pluripotenten Knochenmarkstammzellen in das nekrotische Ge-
biet des Herzmuskels eine Regeneration des abgestorbenen Muskels erzielt [91]. Diese Stamm-
zellen konnen leicht gewonnen werden und ihre Anwendung in der humanen Therapie weist im
Vergleich zur Therapie mit embryonalen Stammzellen und fétalen bzw. neonatalen Herzmus-
kelzellen keine ethischen und juristischen Probleme auf; der Anteil der pluripotenten Stamm-
zellen im Knochenmark betriagt 0,01-0,001 % [44]. Die pluripotente Stammzelle durchlauft
bei der Blutbildung mehrere Stadien bis zur Differenzierung in bestimmte Typen von Blut-
zellen. Die pluripotente, lymphoide und myeloide Stammzelle wird als Lineage-negative Zelle
(lin™*9) und die folgenden Vorlauferzellen als Lineage-positive Zellen (1lin?°*) bezeichnet. Die
Differenzierungsstufen der Blutzellen lassen sich anhand von Membranmolekiilen charakte-
risieren. Sie werden in CD-Nummern (cluster of differentiation) eingeteilt und lassen sich

mithilfe monoklonaler Antikérper nachweisen.

5.2 Methoden

5.2.1 Aufreinigung der pluripotenten Stammzellen

Isolierung der pluripotenten Stammzellen

Die Knochenmarkszellen wurden aus den Oberschenkel- und Schienbeinknochen von Do-
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nor-Wildtyp-Mausen isoliert. Anschliefend wurden die Zellaggregate mittels Filtration durch
ein Nylonsieb (80 pm Maschenweite) entfernt und die zentrifugierten Einzelzellen in PBS
resuspendiert.

Zur Entfernung der differenzierten hamatopoetischen Stammzellen (lin??*-Zellen), wurde
die Zellsuspension mit dem lineage cell depletion kit fiir Mduse behandelt. Diese mit Biotin-
markierten Antikorper (gegen CD3e, CD4, CD8, CD11b, CD45R, GR-1, NK1.1 und Ter-119)
machten eine Bindung an die Avidin-markierten magnetischen Teilchen moglich. Wiahrend
des MACS (magnetic activated cell sorting) wurden so die lin??*-Zellen aus der Zellsuspensi-

on entfernt.

FACS der pluripotenten Stammzellen

Die Zelldichte der erhaltenen 1lin™®9-Zellen wurde mithilfe einer Neubauer-Zahlkammer be-
stimmt. Die pluripotenten Stammzellen wurden mit FITC-konjugierten c-Kit- (CD117) und
PE-konjugierten sca-1-Antikorpern (stem cell antigen-1) markiert. Dazu wurden von der Zell-
suspension drei Aliquote von ca. 10* Zellen abgenommen, die jeweils ohne, mit c-Kit oder
sca-1-Antikorpern markiert wurden. Anschliefsend wurden die restlichen Zellen mit c-Kit- und
sca-1-Antikorpern markiert. Dazu wurde die Zellsuspension mit jeweils 1 nl Antikérperlosung
pro 10% Zellen versetzt und fiir 15 min unter Lichtausschluss bei RT inkubiert.

Vor dem Sortieren der sca-1 positiven Zellen war eine Voranalyse von linP?*-Zellen not-
wendig, um diese anhand des unterschiedlichen Streulichtverhaltens bei der Analyse der
lin™¢9-Zellen auszuschliefsen. Weiterhin wurden die drei Einzelproben der unmarkierten, c-Kit
und sca-1- markierten Zellen vermessen, um die Einzelpopulationen anhand der Streulicht-
und Fluoreszenzwerte unterscheiden zu kénnen und das Sorter-Setup entsprechend vorzuneh-
men. Durch die Analyse dieser Einzelproben konnten die Werte fiir die Verstdarkung und
Kompensation (FITC gegen PE) ermittelt werden. Die Selektionierung der vitalen Zellen
wurde anhand des Streulichtverhaltens im Vorwéarts- gegen Seitwartsstreulicht-Dotplot vorge-

nommen. Die Laufzeitparameter des FACS fiir die Sortierung der sca-1-positiven Zellen sind
in Tabelle zusammengefasst.

Sort-Modus Envelope Analysenfrequenz
Vorsortierung Enrich 1,5 2500 Zellen-s~*
Anreicherung Normal-C 1,5 1500 Zellen-s—!

Tab. 5.1: Laufzeitparameter fiir den sca-1-Sort.

5.2.2 Aufreinigung der eGFP-positiven Stammzellen

FACS der eGFP-positiven Stammzellen

Die aus dem c-kit/sca-1-Sort erhaltenen Stammzellen wurden direkt nach der Sortierung in
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Stammzell-Medium aufgenommen und unter Zugabe von Zytokinen (mSCF, hF1t-3, hIL-11)
iiber 36 h kultiviert. Anschliefend wurden die Zellen viral iiber Nacht transduziert. Die
Viruspartikel enthielten das Vektorsytem SF91-GFPwPRE [99]. Die Zellen wurden bei
1000 min~! fiir 5 min bei 4 °C zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und anschliefend
in frischem Medium fiir 1-2 d bei 37 °C inkubiert. Der Erfolg der Transduktion wurde durch
das in die Zellen integrierte eGFP unter dem Fluoreszenz-Mikroskop beurteilt.

Die so erhaltenen transgenen Zellen wurden einer FACS-Sortierung unterzogen, um fiir die
Transplantation eine Reinheit von >90 % an eGFP-positiven Zellen zu erhalten. Vor dem
Sort der eGFP-positiven Zellen wurden untransfizierte Zellen analysiert, um die Werte fiir die
Verstiarkung zu ermitteln. Die Selektionierung der vitalen Zellen wurde anhand des Streulicht-
verhaltens im Vorwérts- gegen Seitwartsstreulicht-Dotplot durchgefiihrt. Die Laufzeitparame-
ter des FACS fiir den Sort der eGFP-positiven Zellen sind in Tabelle zusammengefasst.

Fiir Probe 2 wurde die Analysenfrequenz von 2500 Zellen-s~! auf 1000 Zellen-s~! verringert.

Sort-Modus Envelope Analysenfrequenz
Vorsortierung Enrich 1,5 2500 Zellen-s—!
Anreicherung Normal-C 1,5 1500 Zellen-s—!

Tab. 5.2: Laufzeitparameter fiir den eGFP Sort

Transplantation der eGFP-positiven Stammzellen
Die eGFP-positiven Zellen wurden 24 h nach Infarkt (durch Koronarligatur) mit 3-6-10° Zel-
len pro 200 pul PBS bei den Tieren intravents transplantiert. Kontrolltiere erhielten ein gleiches
Volumen an PBS. Nach der Applikation der sca-1P%° /c-kitP?? /lin"®-Knochenmarkzellen wur-
den die eGFP-exprimierenden Zellen 24 h nach Applikation im Herzmuskel nachgewiesen.
Dazu wurden Paraffinschnitte (7 pm) angefertigt und fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
Die Tierversuche (Isolierung der Knochenmarkszellen, intravendse Transplantation) und
der retrovirale Gentransfer wurden in der Abteilung fiir Kardiologie und Angiologie, Prof.
Dr. med. H. Drexler der Medizinischen Hochschule Hannover in der Arbeitsgruppe von PD
Dr. med. K. Wollert von D. Kotlarz und Dr. med. C. Templin durchgefiihrt. Fiir die dabei

angewendeten Methoden sei auf die laufende Dissertation von D. Kotlarz verwiesen [65]

5.3 Ergebnisse

Isolierung der pluripotenten Stammezellen
Die Isolierung der Knochenmarkzellen wurde in zwei aufeinanderfolgenden Versuchen an je-
weils 25 Méausen durchgefiihrt, im Folgenden als Probe 1 und Probe 2 bezeichnet. Die erhaltene

Zelldichte variierte dabei erheblich, was zum Teil auf das Alter der Mause sowie auf den Allge-
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meinzustand der Zellen zuriickzufiithren war. Die Zelldichte nach Filtration sowie die Zelldichte

der lin"® und lin?® Fraktionen nach MACS ist in Tabelle zusammengefasst.

Probe 1 Probe 2
Zellzahl nach Filtration 1,17-10° Zellen 1,33-10° Zellen
Zellzahl nach MACS 5,45-107 Zellen 3,37-107 Zellen
lin™®9-Fraktion
Zellzahl nach MACS 6,78-10% Zellen 8,62-10% Zellen
linP?s-Fraktion

Tab. 5.3: Zelldichten nach Isolierung und Filtration der Stammzellen sowie nach auto-
MACS-Trennung in linP?®- und lin™®9-Fraktion.

Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass durch die Anreicherung mittels MACS ein grofer
Verlust an Zellen zu verzeichnen war. Fiir Probe 1 wurde eine Wiederfindungsrate von 62,6 %
und fiir Probe 2 von 55,1 % errechnet. Von diesen wiedergewonnen Zellen ergab sich ein Anteil

fiir 1in"9-Zellen von 7,5 % fiir Probe 1 und von 3,8 % fiir Probe 2.

FACS der pluripotenten Stammzellen

In Tabelle sind die Ergebnisse der c-kit/sca-1-Zellsortierung zusammengefasst. Beim Ver-
gleich der im FACS analysierten Zellen mit der Anzahl der lin™®9-Zellen nach MACS, zeigte
sich eine Wiederfindungsrate von 51 % fiir Probe 1. Fiir Probe 2 wurde kein Verlust errechnet.
Beim Vergleich der Ergebnisse der Zellsortierung ergab sich fiir Probe 1 eine Reinheit der ge-
gateten Zellen von 21,0 %. Nach Vorsortierung und Anreicherung wurde eine Gesamtausbeute
von 17,5 % der analysierten Zellen mit einer Reinheit von 91,4 % erreicht. Fiir Probe 2 ergab
sich eine Reinheit der gegateten Zellen von 19,4 %. Nach Vorsortierung und Anreicherung
wurde eine Gesamtausbeute von 15,2 % der analysierten Zellen mit einer Reinheit von 93,2 %
erreicht. In Abbildung sind exemplarisch zwei FACS-Dotplots der Zellen vor und nach

der c-kit/sca-1-Zellsortierung gezeigt.

Probe 1 Probe 2
Anteile c-kit/sca-1 positive Zellen | 21,0 % 19,4 %
Sorting Ergebnisse
Anzahl analysierte Zellen 2,8-107 Zellen N.A.
Anzahl sortierte Zellen 4,9-10° Zellen 2,5-10% Zellen
Reinheit
Nach Vorsortierung 72,2 % 66,1 %
Nach Anreicherung 91,4 % 93,3 %

Tab. 5.4: Ergebnisse der c-kit /sca-1-Zellsortierung. Anteile c-kit/sca-1 positive Zellen bezieht
sich auf die Zellen innerhalb des Sort-Gates. Anzahl analysierte Zellen bezieht sich auf die
Vorsortierung und Anzahl sortierter Zellen auf die Anreicherung.
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Abb. 5.1: FACS-Dotplots der c-kit/sca-1 markierten Zellen vor (links) und nach (rechts) der
Sortierung. Aufgetragen sind die Fluoreszenzkanile: FL1 (FITC: c-kit-Antikorper) gegen FL2
(PE: sca-1-Antikorper) Die rechteckige Region markiert das Sort-Gate mit 5,5 % und 91,9 %
Anteil an der Gesamtpopulation vor bzw. nach dem Sortieren.

FACS der eGFP-positiven Stammzellen

In Tabelle [5.5] sind die Ergebnisse der eGFP-Zellsortierung zusammengefasst. Anhand der
Ergebnisse wurde deutlich, dass die virale Transduktion eine unterschiedliche Effizienz aufwies.
Die Analyse der Transduktionseffizienz ergab 18,4 % fiir Probe 1 und 41,8 % fiir Probe 2.
Nach Vorsortierung und Anreicherung wurde eine Reinheit von 78,9 bzw. 97,0 % fiir Probe 1
erreicht. Fiir Probe 2 wurde bereits nach Vorsortierung eine Reinheit von 93,2 % erreicht, aus
diesem Grund wurde auf die Anreicherung verzichtet. In Abbildung[5.2]auf der folgenden Seite

sind exemplarisch zwei FACS-Histogramme der Zellen vor und nach der eGFP-Zellsortierung

gezeigt.
Probe 1 Probe 2

Anteil der eGFP-positiven Zellen | 18,4 % 41,8 %
Sorting Ergebnisse
Anzahl sortierte Zellen 5,7-10° 1,5-107
Reinheit
Nach Vorsortierung 78,9 % 93,2 %
Nach Anreicherung 97,0 % N.A.

Tab. 5.5: Ergebnisse der eGFP-Zellsortierung. Anteile der eGFP-positiven Zellen bezieht sich
auf die Zellen innerhalb des Sort-Gates. Fiir Probe 2 wurde auf eine Anreicherung verzichtet.

Transplantation der eGFP-positiven Stammzellen
Die angereicherten eGFP produzierenden Zellen wurden direkt nach der Sortierung den Emp-

fangerméusen in die Schwanzvene transplantiert. Die Stammzellen wurden in den Paraffin-
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Abb. 5.2: FACS-Hitogramme der eGFP-exprimierenden Zellen vor (links) und nach (rechts)
der Sortierung. Aufgetragen ist die Fluoreszintensitéit gegen die Zellzahl. Die rechte Region
markiert das Sort-Gate mit 20,0 % und 98,1 % Anteil an der Gesamtpopulation vor bzw. nach
dem Sortieren.

schnitten des betroffenen Herzmuskels 24 h nach Transplantation durch Fluoreszenzmikrosko-

pie nachgewiesen.

5.4 Diskussion

Fiir einen erfolgreichen Einsatz von hdmatopoetischen Stammzellen in der In-vivo-Therapie
bei Mausen ist die Reinheit der Stammzellen ein entscheidendes Kriterium. Erst nach Isolie-
rung der undifferenzierten Stammzellen (1in”%) kann von einem erfolgreichen Einsatz ausge-
gangen werden, da bereits vordifferenzierte Zellen sich in vivo nicht mehr in einen anderen
Zelltyp umwandeln. Die Isolierung der Stammzellen aus 25 M&ausen stellte fiir jeden Versuchs-

durchlauf die praktikable Obergrenze dar.

Isolierung der pluripotenten Stammezellen

Auf der einen Seite zeichnete sich die MACS-Methode durch eine gute Handhabbarkeit aus, auf
der anderen Seite ist diese Anreicherung mit einem starken Verlust an Zellmaterial behaftet.
Fiir beide Proben wurden Wiederfindungsraten von nur 62,6 % bzw. 55,10 % festgestellt.
Der hohe Verlust kénnte auf die mehrfach ablaufenden Waschschritte bei dem MACS-Lauf

zurtiickzufiihren sein.

FACS der pluripotenten Stammzellen

Nach MACS wurden die Zellen mit c-kit- und sca-1-Antikérpern behandelt und anschliefsend
im FACS sortiert. Beim Vergleich der Zellzahlen lin™¢9 gegen analysierte Zellen im FACS wurde
ein Verlust von 49 % fiir Probe 1 festgestellt. Da fiir Probe 2 kein Wert fiir die analysierten
Zellen im FACS vorlag, konnte keine Verlustrechnung durchgefiihrt werden. Der hohe Verlust
kann zum Teil auf die Zahl der Arbeitsschritte zuriickgefiihrt werden, die zum markieren der

Zellen nétig sind.
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Zur Bestimmung der Leistungsfiahigkeit des FACS, wurden die Zellausbeuten und die Rein-
heit der erhaltenen Proben gegeniibergestellt. Das Verhéltnis von analysierten zu sortierten
Zellen ergab einen Anteil von 17,5 % fiir Probe 1. Fiir Probe 2 konnte die Anzahl der ana-
lysierten Zellen nicht ermittelt werden. Wird fiir die Ausbeute-Berechnung von dem gleichen
Verlust wie bei Probe 1 von 49 % ausgegangen, so betrug die Zellzahl zur Analyse 1,65-107,
was einer Ausbeute von 15,2 % nach Sortierung entsprechen wiirde, bei einer Reinheit der
sortierten Zellen von 93,3 %. In Tabelle sind die praktisch erreichten Ausbeuten nach dem

Sortieren den theoretisch moglichen Ausbeuten gegeniibergestellt.

Probe 1

Probe 2

Anteile c-kit/sca-1 positive Zellen
Analysierte Zellen
theoret. Ausbeute

21,0 %
2,8-107 Zellen
5,9-10% Zellen

19,4 %
1,7-107 Zellen*
3,3-10% Zellen

Analysierte Zellen
Sortierte Zellen
praktische Ausbeute

praktische Ausbeute
Nach Einbeziehung der Reinheit

2,8-107 Zellen
4,9-10° Zellen
17,5 %

17,0 %
4,8-10° Zellen

1,7-107 Zellen*
2,5-108 Zellen
15,2 %

14,2 %
2,4-10° Zellen

Ausbeute der Theorie

80,7 %

72,7 %

Tab. 5.6: Gegeniiberstellung theoretische gegen praktische Ausbeute unter Einbeziehung der
erhaltenen Reinheit nach dem Sorten. Die mit * gekennzeichneten Werte sind unter Annahme
eines Zellverlustes von 49 % errechnet worden.

Die Abweichung der theoretischen von der praktischen Ausbeute ist zum einen darauf zu-
riickzufiihren, dass die Zellzahl der analysierten Zellen auch jene beinhaltet, die aufserhalb
des Vitalitdts-Gates lagen und somit fiir eine Analyse nach c-kit/sca-1 verworfen wurden. Als
weiterer Grund fiir die Abweichung ist der Anreicherungsschritt zu sehen. Durch wiederhol-
tes Sortieren werden die Zellen einem hohen Scherstress ausgesetzt. Wéahrend der Analyse
war zu beobachten, dass die Vitalitat um 5-10 % abnahm. Durch Einstellen einer geringeren
Sortier-Rate konnte eine héhere Reinheit erreicht werden, jedoch wiirde sich die Sortier-Zeit
dadurch stark erh6hen was sich wiederum negativ auf die Zellvitalitdt auswirken wiirde. Durch
die Wahl eines anderen Sort-Modus (Counter-Mode) konnte die Reinheit ebenfalls erhdht wer-

den, jedoch auf Kosten der Ausbeute.

FACS der eGFP-positiven Stammzellen

Fiir die Sortierung der eGFP-positiven Zellen hat sich gezeigt, dass die Verringerung der Ana-
lysenfrequenz von 2500 Zellen-s~! auf 1000 Zellen-s~! einen massiven Einfluss auf die Reinheit
der erhaltenen Probe hatte. Die Reinheit konnte so von 78,9 % fiir Probe 1 auf 93,2 % fiir Pro-

be 2 gesteigert werden. Da fiir die Transplantation der eGFP-positiven Zellen eine Reinheit
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von >90 % als ausreichend angesehen wurde, konnte auf einen weiteren Anreicherungsschritt
verzichtet werden.

Beim Vergleich der Anreicherungssysteme von Zellen, MACS und FACS, zeigte sich, dass
eine Sortierung per MACS einfach in der Handhabung ist, jedoch mit hohen Verlusten behaf-
tet ist. Fir die MACS-Versuche wurden Wiederfindungsraten von 62,6 bzw. 55,1 % errechnet.
Beim Vergleich dieser Wiederfindungsraten mit den Ergebnissen der FACS-Versuche, hier
wurden Wiederfindungsraten von 80,7 bzw. 72,7 % erzielt, zeigte sich ein um ca. 20 % bes-
seres Ergebnis. Als Vorteil des MACS-Verfahrens ist jedoch die M6glichkeit zu sehen, sehr
grofse Zellmengen in kurzer Zeit aufzureinigen. Eine FACS-Aufreinigung der frisch isolierten
Stammzellen ware wirtschaftlich nicht zu vertreten gewesen, da eine grofere Menge an c-kit-
und sca-1-Antikérpern hétte eingesetzt werden miissen.

Anhand der Ergebnisse lasst sich feststellen, dass die Anreicherung von Stammzellen aus
dem Knochenmark nur unter Benutzung eines FACS bewerkstelligt werden konnte, um die

benétigten, hochreinen Zellen fiir die Transplantationsversuche zur Verfligung zu stellen.

Transplantation der eGFP-positiven Stammzellen

Die Versuche zur Detektion der transplantierten Stammzellen im betroffenen Herzmuskel der
Empfangerméause erwies sich aufgrund der starken Eigenfluoreszenz des Gewebes als schwierig,
so dass keine eindeutige Zuordnung moglich war. Aus diesem Grund laufen weitere Versuche,
die Stammzellen nach viraler Transduktion und Sortierung mit TAMRA,SE zu markieren.
Dieser intrazellulér freigesetzte Fluoreszenzfarbstoff hat die Anregungswellenldnge 546 nm und
die Emmissionswellenlénge 579 nm, liegt damit ausserhalb der FEigenfluoreszenz des Gewebes
und ist somit leichter zu detektieren. TAMRA,SE eignet sich als Cell Tracker, um Zellen
langer verfolgen zu konnen. Er diffundiert dabei durch die Zellmembran und wird intrazellular
durch unspezifische Esterasen gespalten, die dadurch aktivierte Gruppe koppelt den Farbstoff

(Rhodamin) kovalent an zelluldre Proteine.
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6 In-vitro-Testung neuartiger Wirkstoffe

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung drei synthetisch
hergestellter Wirkstoffe mithilfe eines Resazurin-Schnelltests aufgenommen werden. Um ein
dataillierteres Wirkungsprofil der Wirkstoffe zu erhalten wird dieser Test als kontinuierli-
che/kinetische Messung durchgefiihrt. Dabei werden die Tests von drei Zytostatika an vier
Zelllinien durchgefiihrt. Hierbei sollte iberpriift werden, ob Wirkstoffe mit bekannter zyto-
statischer Wirkung bei Zelllinien unterschiedlich geschlechtlicher Herkunft eine differenzierte
Wirkung aufweisen. An der Zelllinie mit der hochsten Sensitivitit gegeniiber den Wirkstoffen
werden anschlieftend weitergehende Untersuchungen beziiglich der Apoptoseinduktion und der

Zellzyklusarretierung durchgefiihrt.

6.1 Zytostatika

Der Begriff Zytostatika (griech. Cyto-: Zelle, statikos: zum Stillstand bringend) bezeichnet eine
Klasse von Stoffen, die toxisch auf korpereigene Zellen wirken. Insbesondere sind schnellwach-
sende Zellen, wie sie in Tumoren anzutreffen sind, davon betroffen; aus diesem Grund werden
Zytostatika auch hdufig als Chemotherapeutika eingesetzt. Eine einheitliche Wirkungsweise

konnte bisher nicht gefunden werden, daher werden sie in die folgenden Gruppen eingeteilt:

alkylierende Verbindungen greifen hauptséchlich die DNA des ruhenden Zellkerns an,
wie Cyclophosphamid, Methansulfonate, Epoxide

zytostatische Naturstoffe als Mitosehemmer wirkende Stoffe aus Mikroorganismen

und Pflanzen, wie Colcemid, Mithramycin, Azaserin

Antimetaboliten wirken hemmend auf wichtige Enzyme, wie Pyrimidin- und

Purin-Derivate, Methotrexat

sonstige Verbindungen Procarbacin, Hydroxyharnstoff-Derivate, Hydrazone

Die in dieser Arbeit verwendeten Stoffe Ratjadon, Callystatin A und JJ34 gehoren in die

Klasse der zytostatischen Naturstoffe.

Ratjadon

Ratjadon wurde erstmals 1994 aus dem Myxobakterium Sorangium cellulosum gewonnen. In
ersten Screening Tests wurde eine sehr hohe Wirksamkeit gegeniiber der humanen Krebszellli-
nie HeLa KB 3.1 mit einem IC5o-Wert von 40 pg-ml~! [28, [102] detektiert. Bei verschiedenen
Krebszelllinien konnte ein &hnlich niedriger 1C50-Wert festgestellt werden [15, [16] [17]. Der
Wirkmechanismus konnte noch nicht néher bestimmt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wur-
de das synthetisch hergestellte Ratjadon verwendet (siehe Abbildung [9. B3].
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Abb. 6.1: Strukturformel von Ratjadon.

Callystatin A

In jingster Vergangenheit wurden verstdrkt Verbindungen aus Meeresorganismen auf ihr
pharmakologisches Potential hin untersucht. Aus dem Meeresschwamm Callyspongia trun-
cata konnte das Polyketid Callystatin A isoliert werden (siehe Abbildung [62]. Dieser
Wirkstoff zeigt eine hohe Zytotoxizitdt gegeniiber der humanen Krebszelllinie KB mit einem
IC50-Wert von 10 pg-ml~!. Seine grofe Strukturverwandtschaft mit Leptomycin B, einem be-
kannten Anti-Tumor-Wirkstoff, trug zur Identifizierung des Wirkmechanismus bei [67]. Die
wachstumshemmende Wirkung beruht auf der Inhibierung des signalgesteuerten Transports
von Proteinen zwischen Zellkern und Zytoplasma [85], [86]. Nach Etablierung eines Synthesewe-
ges konnte der Wirkstoff in gréferen Mengen hergestellt werden, um In-vitro-Toxizitétstests

durchzufiihren [52, 54, 106].

OH O

Abb. 6.2: Strukturformel von Callystatin.

JJ34

Die Gruppe der Herzglycoside wird schon seit langerem bei der Behandlung von chronischer
Herzinsuffizienz und Herzrhythmusstérungen eingesetzt. Eine bekannte Gruppe der Herzgly-
coside bilden die Glycoside aus Fingerhutarten (Digitalis). Die Struktur besteht jeweils aus
einem Steroidgrundgeriist, das in der 38-Position mit einer Oligosaccharidkette aus 3—4 Zucker-
resten glycosidisch verkniipft ist (sieche Abbildung [6.3)). Eine Anti-Tumor-Wirkung der Herz-
glycoside wurde erstmals 1986 festgestellt [20] [74]. JJ34 wurde bisher noch nicht an humanen
Zellen getestet.



6 In-vitro-Testung neuartiger Wirkstoffe 63

Abb. 6.3: Strukturformel von JJ34.

Ratjadon und Callystatin wurden von Prof. Dr. Kalesse und JJ34 von Prof. Dr. Kirschning

vom Institut fiir Organische Chemie der Universitdt Hannover zur Verfiigung gestellt.

6.2 Unterscheidung Vitalitat, Viabilitdt und Proliferationsinhibierung

Um Aussagen iiber die Wirksamkeit eines Zytostatikums machen zu kénnen, muss zwischen
Vitalitdt, Viabilitdt und Proliferationsinhibierung unterschieden werden. Die Viabilitdt be-
zeichnet die Uberlebensfihigkeit einer Zelle und wird in der Regel durch das Vorhandensein
einer intakten Zellmembran definiert. Die Vitalitdt einer Zelle bezeichnet deren Metabolis-
musaktivitdt. Im Falle von produzierenden Zellen wird die Vitalitdt in der Regel mit der
Produktivitédt gleichgesetzt; flir nicht produzierende Zellen wird die Vitalitdt mit dem Um-
satzverhalten von ausgewéhlten Enzymsystemen oder mit der Teilungsrate der Zellen gleich-
gesetzt. Die Proliferationsinhibierung beschreibt den Unterschied zwischen gehemmten und
ungehemmten Wachstum der Zellen. Die Viabilitét trifft also eine Aussage iiber tot und leben-
dig, wohingegen die Vitalitdt zudem Aussagen iiber das ,Wohlbefinden“ der Zelle macht. Die
Proliferationsinhibierung beschreibt um wie viel langsamer eine behandelte Zelle gegeniiber
einer unbehandelten wachst.

Die Viabilitdt wird in der Zytologie mithilfe von Ausschlussfarbstoffen gemessen, die durch
die defekte Zellmembran diffundieren und in der Zelle entweder unspezifisch farben oder spe-
zielle Zellorganellen anfarben. In der Lichtmikroskopie wird haufig der Ausschlussfarbstoff
Trypan Blau verwendet, wahrend fiir die Durchflusszytometrie in der Regel nukleinsdurebin-
dende Ausschlussfarbstoffe eingesetzt werden. Eine Ubersicht der Farbstoffe ist in Tabelle
auf Seite [§] gegeben.

Die Vitalitét einer Zelle kann anhand einer enzymatischen Reaktion verfolgt werden. Dazu
werden Substrate eingesetzt, die fiir ein bestimmtes Enzym oder eine Enzymgruppe spezifisch

sind. In der Durchflusszytometrie werden Derivate von Fluoreszenzfarbstoffen verwendet, die
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nach intrazelluldrer Umsetzung eine héhere Polaritit aufweisen und somit langer in der Zelle
verbleiben. Weit verbreitet sind die mehrfach veresterten Derivate des Fluoresceins (FDA,
CFDA, CFDA-AM) als Substrate fiir unspezifische Esterasen [5], 96]. Weiterhin finden Fluore-
scein-Derivate als Substrate fiir §-Galactosidasen, Glutathion-S-transferasen, Peptidasen und
Peroxidasen Verwendung [4I]. Charakteristisch fiir diese Substanzen ist, dass sie erst nach
enzymatischer Umsetzung eine Fluoreszenzaktivitdt aufweisen.

Zur Messung der Proliferationsinhibierung wird jeweils eine Kultur mit Wirkstoff behan-
delt, zur Kontrolle wird eine Kultur unbehandelt gelassen. Nach der Inkubationszeit wird
die Zellzahl beider Kulturen bestimmt und daraus die Proliferationsrate bestimmt. Zur Be-
stimmung der Zellzahl wird, wie bei der Vitalitdtsmessung, eine spezifische Farbreaktion ein-
gesetzt. Dabei wird davon ausgegangen, dass die Menge an umgesetztem Farbstoff mit der
Zellzahl korreliert. Da Vitalitat und Proliferationsinhibierung nach dem gleichen Messprinzip
bestimmt werden, werden beide Begriffe hdufig synonym verwendet [19].

Bei den In-vitro-Screening-Tests, die in der Regel in 96-Loch-Platten ablaufen, werden Farb-
stoffe eingesetzt, die nach ihrer enzymatischen Umsetzung wieder aus der Zelle geschleust
werden. Weit verbreitet sind die Farbstoffe MTT und Resazurin. MTT wird intrazellular zu
einem Formazansalz reduziert, welches kolorimetrisch detektiert werden kann [73, [84]. Das
Reduktionsprodukt von Resazurin kann sowohl kolorimetrisch als auch fluorometrisch detek-
tiert werden [87] und ist fiir Messung bei Saugerzellen und Mikroorganismen [I10] geeignet.
Bei vielen Untersuchungen an Sdugerzellen werden die Screening-Tests als 2-Punkt-Messun-
gen verwendet; nach Zugabe des Farbstoffs wird die Absorption nach einer definierten Zeit
(i.d.R. nach 4 h) gemessen. In dieser Arbeit wurde die Absorption nach Zugabe des Farbstoffs
iiber einen Zeitraum von 8 h bzw. 12 h gemessen. Auf diese Weise konnten der Eintritt der

Wirkung sowie die folgende Umsetzung des Farbstoffs detailliert untersucht werden.

6.3 Methoden
6.3.1 Saugerzellkultivierung

Die in diesem Abschnitt vorgestellten Methoden zur Sdugerzellkultivierung sind exemplarisch
fiir alle Versuche mit Sdugerzellen in den folgenden Kapiteln; sofern Anderungen der Kulti-
vierungsparameter vorgenommen wurden sind sie an der entsprechenden Stelle genannt!.

Alle eingesetzten Zelllinien wurden bei 37 °C, 5%iger COo-Atmosphére und 100%iger Luft-
feuchtigkeit kultiviert. Da die verschiedenen Zellen unterschiedliche Anspriiche an das Kul-
tivierungsmedium und die Kultivierungsdauer haben, werden diese relevanten Parameter in
Tabelle zusammengefasst.

1 Zur besseren Ubersichtlichkeit sind alle verwendeten Substanzen und Geriite im Anhang auf Seite
und @ auf Seite zusammengefasst.
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Name Zelltyp Subtyp

HCC-15 [30] humanes non-small cell Lungenkarzinom squamous carc.
HCC-366 [30] humanes non-small cell Lungenkarzinom adeno-squamous carc.
HeLa [98] humanes Zervix-Karzinom N.A.

Jurkat [I01] humane maligne T-Zellen N.A.

LNCAP [29] humanes Prostata-Karzinom N.A.

NIH-3T3 [1] embryonale Maus-Fibroblasten (kontaktinhibiert) N.A.

Name Kulturmedium Serumanteil Verdopplungszeit
HCC-15 RPMI 1640 10 % 30-40 h

HCC-366 RPMI 1640 10 % 72-96 h

HeLa DMEM 10 % 48 h

Jurkat RPMI 1640 10 % 25-35 h

LNCAP RPMI 1640 10 % 60 h

NIH-3T3 DMEM 10 % 20 h

Tab. 6.1: Verwendete Zelllinien mit den wichtigsten Kultivierungsparametern.

Sofern nicht anders angegeben, wurden den Medien die Antibiotika Amphotericin und Gen-
tamycin in 2,5 pg-ml~! bzw. 50 pg-ml~! zugesetzt.

Zur Etablierung einer Vorkultur wurde eine kryokonservierte Probe im Wasserbad auf 37 °C
angewirmt, in eine T25-Kulturschale iiberfiihrt und mit dem entsprechenden Medium auf ca.
20 ml aufgefiillt. Ein Tag nach Inokulation wurde das Medium gewechselt, um zytotoxische
Bestandteile aus dem Einfriermedium zu entfernen. Je nach Teilungsrate der Zelle und Lange
der Lag-Phase (diese reichte von 1 d im Fall von NIH-3T3 bis zu 5 d im Fall von LNCAP)
wurden die Zellen zum Ende der exponentiellen Phase mit 1 ml Trypsin-Losung (0,5 g-17*
in 0,9%iger NaCl mit 0,2 % EDTA) von der Oberflache abgelost und in einer Dichte von

2 in einer neuen Kulturschale ausgesiit (passagiert). Die Zellen wurden nach

2-103 Zellen pro cm
dem Auftauen iiber drei Passagen in Vorkultur gehalten, erst dann konnte davon ausgegangen
werden, dass eine homogen wachsende Zelllinien-Kultur etabliert war.

Zur Etablierung einer Vorkultur aus einer Suspensions-Zelllinie wurde drei Tage nach In-
okulation die Zellsuspension aus der T25-Kulturschale entnommen und in eine 125 ml Spin-
nerflasche iiberfiihrt. Die Animpfdichte fiir die folgenden Passagen betrug 2-10% Zellen-ml~!.

Auch hier wurden die Zellen iiber drei Passagen in Vorkultur gehalten, um eine homogen

wachsende Zelllinie zu etablieren.

Kryokonservierung von Siugerzellen

Zur Etablierung einer Kryokultur wurden Zellen einer stabilen Kultur in fliissigem Stickstoff
eingefroren. Dazu wurden adhérent wachsende Zellen aus der exponentiellen Wachstumsphase

durch Trypsinieren in Suspension gebracht, 3 min mit 400-g zentrifugiert und im Einfrierme-
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dium in einer Konzentration von 2-10° Zellen-ml~! resuspendiert. Die befiillten Kryorshrchen
wurden dann schrittweise innerhalb von 6 h bis auf -196 °C heruntergekiihlt. Zur Konservie-
rung einer Suspensionszellkultur sind die gleichen Schritte durchgefiihrt worden; das Trypsi-
nieren entfiel. Die so erhaltene Kryokultur ist theoretisch unbegrenzt lagerfahig, jedoch sollte

einmal jahrlich eine Vitalitatskontrolle durchgefiihrt werden.

6.3.2 Etablierung verschiedener Vitalititstests

Zellkultivierung

Fiir die In-vitro-Versuche wurden jeweils zwei Zelllinien ménnlicher und weiblicher Herkunft
verwendet; dabei wurden zwei Zelllinien gleicher Herkunft (Lunge) und zwei Zelllinien von
geschlechtsspezifischen Tumoren (Prostata, Gebarmutter) verwendet. Abweichend von den in
Tabelle auf der vorigen Seite genannten Kultivierungsbedingungen wurden alle verwen-
deten Zelllinien (siehe Tabelle in phenolrotfreiem RPMI 1640-Medium (Phenolrot wirkt
sich storend auf die kolorimetrische Resazurin-Messung aus) mit 10 % NKS kultiviert. Aus
einer stabilen Vorkultur wurden die Zellen auf ein antibiotikafreies Medium umgestellt, um
eine Beeinflussung der Messungen auszuschliefsen. Die Zellen wurden mit antibiotikafreiem

Medium tiber drei Passagen weiter kultiviert, bevor diese fiir die In-vitro-Testung verwendet

wurden.
Name Geschlecht Herkunft Alter des Jahr der
Spenders Isolierung
HCC-15 [30] ménnlich Lunge 47 1998
HCC-366 [30] weiblich Lunge 80 1996
HeLa [98] weiblich Gebédrmutter 31 1951
LNCAP [29] ménnlich Prostata 50 1977

Tab. 6.2: Zelllinien fiir die In-vitro-Testung mit ihren Merkmalen.

Zum Ausplattieren wurden je 100 pl der Zellsuspension mit einer Konzentration von 5-103
Zellen-ml~! in die 45 inneren Kammern einer 96-Loch-Platte gegeben. Die Platte wurde 24 h
im Brutschrank inkubiert, um eine Anhaftung der Zellen zu gewéhrleisten.

Die Zugabe der Testsubstanzen erfolgte in vier aufsteigenden Konzentrationen. Dabei wur-
den die Arbeitslosungen mit dem Medium so verdiinnt, dass nach Zugabe von 100 pl der
verdlinnten Arbeitslésung in die einzelnen Kammern die gewiinschte Konzentration erreicht
wurde (die jeweiligen Konzentrationen sind in Tabelle angegeben).

Die Zugabe der Testsubstanzen erfolgte je Konzentration in jeweils drei Kammern. Als
Nullprobe wurde je Testsubstanz ein Kammern-Triplett mit 100 ul Medium versetzt. Die
auferen 51 Kammern wurden mit je 300 pul Medium befiillt, um die Verdunstung der inneren

Kammern zu minimieren.
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Stammlosung [mM]| | Arbeitslésungen [pM] | Eingesetzte Konzentrationen [nM]
Ratjadon 2,99 in EtOH 5, 100 in PBS 1, 10, 100, 250 in Medium
Callystatin | 21,91  in EtOH 5, 100 in PBS 1, 10, 100, 250 in Medium
JJ34 3,96 in PBS 10, 200 in PBS 10, 100, 250, 500 in Medium

Tab. 6.3: Verwendete Testsubstanzen: Angabe der verwendeten Losemittel und Konzentra-
tionen der Stamm- und Arbeitslésungen sowie die eingesetzten Konzentrationen fiir die In-vi-
tro-Testung.

Messungen nach enzymatischer Aktivitéat

Die Vitalitdtsmessung erfolgte mithilfe des Farbstoffs Resazurin, der in der oxidierten Form
eine minimale Toxizitat aufweist. Er wird intrazellular durch Diaphorase in Anwesenheit von
NADH zu Resorufin reduziert, dabei d&ndert sich die Farbe von schwach rot nach blau. Die
Messung des Resorufins erfolgte kolorimetrisch. Zur Messung der Resorufin- Absorption musste
Phenolrot-freies Medium verwendet werden, da sich dieses storend auf die kolorimetrische

Messung auswirkte.

Resazurin
Molekulargewicht 251 g-mol~!
Losemittel PBS (Stammlésung), PBS (Arbeitslosung)

Anregungswellenldnge 571 nm (Resorufin)
Emissionswellenlange 585 nm (Resorufin)
Absorptionskoeffizient 58000 cm~'M~! (Resorufin)

48 h nach Zugabe der Testsubstanzen wurden die 45 behandelten Kammern mit jeweils 100 pl
Resazurin-Losung (60 pM in PBS) versetzt und in einem Platten-Lesegerit eingesetzt. Gemes-
sen wurde bei der Absorptionswellenlénge 570 nm, subtrahiert wurde die Absorption bei der
Referenzwellenldnge 630 nm. Die Absorption wurde im 15 min-Abstand iiber einen Zeitraum
von 8 bzw. 12 h bei 37 °C gemessen.

FEine Blindprobe wurde in einer separaten 96-Loch Platte gemessen; dazu wurden 200 pl
Medium in neun innen liegende Kammern gefiillt und mit 100 pl Resazurin-Losung versetzt.
Die Absorption wurde im 15 min Abstand iiber einen Zeitraum von 12 h gemessen.

Zusétzlich sollte fir alle verwendeten Zelllinien der Einfluss der Antibiotika (AB) auf das
Umsatzverhalten der Zellen beziiglich des Resazurins bestimmt werden. Dazu wurden je zwei
Platten pro Zelllinie mit je 100 pl Zellsuspension in AB-haltigen und AB-freien Medium
beimpft. Die Zugabe der Testsubstanzen und die photometrische Auswertung wurden wie

oben beschrieben durchgefiihrt.
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6.3.3 Zellzyklusanalyse

Zellzyklusanalysen wurden fiir alle drei Testsubstanzen mit der Zelllinie HeL.a durchgefiihrt.
Dazu wurden die Zellen in 6-Loch-Platten mit einer Zelldichte von 2-10% Zellen pro cm?
ausplattiert und mit 4 ml Medium tiberschichtet. Die Testsubstanzen wurden in unterschied-
lichen Konzentrationen (Ratjadon: 10 nM, Callystatin: 50 nM, JJ34: 200 nM) zu je einem
Kammern-Triplett zugegeben und fiir 48 h bei 37 °C inkubiert.

Nach Inkubation wurde das iiberstehende Medium abgesaugt, separat gesammelt und die
Zellen mit 500 pl Trypsin-Losung iiberschichtet. Nach 10 min Inkubation bei 37 °C wurde
die Zellsuspension abgesaugt, mit dem Medium vereinigt und 3 min bei 400-g zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 100 pl RNAse-Losung resuspendiert und 3 h im Thermomixer bei
37 °C und 800 min~! inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in 1 ml

PI-Losung resuspendiert und 15 min im Thermomixer bei RT und 800 min~! inkubiert. Um

eine statistische Sicherheit zu erhalten, wurden bei jeder Messung mindestens 50000 Zellen

vermessen.
PI

Molekulargewicht 668 g-mol

Losemittel 0,9%ige NaCl-Losung (Arbeitslosung)

Anregungswellenlinge 535 nm
Emissionswellenldnge 617 nm

Absorptionskoeffizient 5400 cm™'M~!

6.3.4 Bestimmung der Apoptose-auslosenden Konzentration

Die apoptoseauslosende Konzentration wurde fiir alle drei Testsubstanzen an der Zelllinie
HeLa bestimmt. Dazu wurden die Zellen in 6-Loch-Platten mit einer Zelldichte von 2-103

2 ausgesit und mit 4 ml Medium {iberschichtet. Um eine Anhaftung der Zellen

Zellen pro cm
zu gewahrleisten, wurden die Zellen 24 h bei 37 °C inkubiert. Die Testsubstanzen wurden in
unterschiedlichen Konzentrationen (Ratjadon: 10 nM, Callystatin: 50 nM, JJ34: 100 nM) zu
je einem Kammern-Triplett zugegeben und fiir 48 h bei 37 °C inkubiert.

Es wurden jeweils 2, 5 und 10 h nach Zugabe Proben genommen. Das iiberstehende Medi-
um wurde abgesaugt, separat gesammelt, die Zellen mit 500 pl Trypsin-Losung tiberschichtet
und 10 min bei 37 °C inkubiert. Danach wurde Zellsuspension abgesaugt, mit dem Medium
vereinigt und mit Bindungspuffer gewaschen (3 min bei 400-g). Das Zellpellet wurde in 100 pl
Annexin V/PI-Farbelosung resuspendiert, 5 min bei RT unter Lichtausschluss inkubiert und

anschlieffend im Durchflusszytometer vermessen. Annexin V ist mit FITC markiert und emit-

tiert eine Griin-Fluoreszenz (FL1), PI emittiert eine Rot-Fluoreszenz (FL3). Die Auftragung
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der beiden Fluoreszenzen resultierte in einem Dotplot, in dem die apoptotischen (Griin-Fluo-
reszenz), nekrotischen (Rot- und Griin-Fluoreszenz) und vitalen Zellen (Eigenfluoreszenz) als
drei Subpopulationen zu erkennen waren. Um eine statistische Sicherheit zu erhalten, wurden

bei jeder Messung mindestens 50 000 Zellen vermessen.

6.4 Ergebnisse

6.4.1 Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen

Vorversuche

In Vorversuchen wurden vergleichende Tests an allen verwendeten Zelllinien mit und ohne an-
tibiotikahaltigem Medium durchgefiihrt, um deren Einfluss auf die Reduktion des Farbstoffs
zu bestimmen. Die Zellen in antibiotikahaltigem Medium zeigten eine reduzierte Reduktions-
rate von Resazurin (Daten nicht gezeigt), aus diesem Grund wurde auf die Verwendung von
Antibiotika wéhrend der Tests verzichtet. Um eine Reduktion des Farbstoffs durch Bestand-
teile des Mediums ausschliefsen zu kénnen, wurden Blindproben iiber 12 h durchgefiihrt. Eine

Reduktion von Resazurin konnte nicht nachgewiesen werden.

Ergebnisse der Absorptionsmessungen des Resazurin-Tests

Gemessen wurde die Konzentration des gebildeten Resorufins in Abhéngigkeit von der Zeit
bei vier unterschiedlichen Zelllinien und je drei Testsubstanzen. Die Ergebnisse der Messun-
gen sind im Anhang[A.T] auf Seite [97] gezeigt. Die Zellen zeigten eine konzentrationsabhéngige
Reaktion auf die verschiedenen Zytostatika, wobei eine geschlechtsabhéngige Proliferations-
inhibierung zu erkennen war; eine detaillierte Nennung der Ergebnisse folgt im néchsten Ab-
schnitt. Bei der HeLa- und HCC15-Zelllinie war eine Schwellwertkonzentration zu beobachten,
ab der eine proliferations-inhibierende Wirkung einsetzte; zwischen 1 und 10 nM fiir Ratjadon,
zwischen 10 und 100 nM fiir Callystatin und bei 100 nM fiir JJ34. Bei allen verwendeten Zell-
linien bewirkten geringe Zytostatika-Konzentrationen einen erhéhten Umsatz des Resazurins.
Dieser bewegte sich zwischen 105 % fiir HCC15 mit 1 nM Ratjadon und 120 % fiir HeLa mit
10 nM JJ34. Zudem zeigte sich bei den Zelllinien HCC15 und HCC366, dass die Absorption
nach 400 bzw. 150 min nicht weiter anstieg. Bei den Zelllinien HeLa und LNCAP konnte kein

Plateauwert beobachtet werden.

Ergebnisse der Absorptionsmessungen des Resazurin-Tests in relativen
Einheiten

Da die Zelllinien einen unterschiedlichen Umsatz bei der Reduktion von Resazurin aufwiesen
wurden die Ergebnisse in relative Signalintensitdten angegeben. Dazu wurden die Absorpti-

onswerte des Resazurin-Tests als Anteil der Nullprobe angegeben.
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Kinetischen Messungen an HCC15 und HCCS366
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Abb. 6.4: Relative Signalintensitit (die Absoptionswerte der Wirkstoffmessungen wurden
mit den Absorptionswerten der Nullprobe wéhrend der kinetischen Messungen ins Verhéltnis
gesetzt und als Prozentwert angegeben) fiir HCC15 und HCC366 mit Ratjadon und Callysta-
tin (100 nM) und JJ34 (250 nM) iiber 12 h.

In Abbildung ist der Verlauf der relativen Signalintensitit der kinetischen Messungen
an HCC15 (Lungenkrebs, ménnlich) und HCC366 (Lungenkrebs, weiblich) gezeigt. Fiir beide
Zelllinien lief sich eine Reihenfolge der Wirkstoffe hinsichtlich ihrer Wirksamkeit erkennen;
Ratjadon zeigte den stirksten Effekt hinsichtlich der Inhibierung der Proliferation, gefolgt von
Callystatin und JJ34. Beim Vergleich der beiden Zelllinien zeigte sich, dass alle drei Wirkstoffe
bei HCC15 eine starkere Wirksamkeit aufwiesen als bei HCC366, der grofste Unterschied zeigte
sich bei Ratjadon zwischen HCC15 mit 60 % rel. Signalintensitit und HCC366 mit 86 % rel.
Signalintensitét. Auffallig war, dass HCC366 bei Behandlung mit JJ34 keine Verringerung der
Signalintensitéit zeigte, die relative Signalintensitat stieg auf 103 % an. Fiir beide Zelllinien
zeigte sich nach einer gewissen Inkubationszeit keine weitere Anderung in der Absorption, die
relative Signalintensitét verblieb auf einem konstanten Wert. Fiir HCC15 war dieser konstante
Wert bei Ratjadon und Callystatin nach 350 min und bei JJ34 nach 450 min erreicht. Im Fall
von HCC366 war er fiir Ratjadon und Callystatin nach 150 min erreicht.

Kinetischen Messungen an HeLa und LNCAP
Der der Verlauf der relativen Signalintensitét der kinetischen Messungen an HeLa und
LNCAP ist in Abbildung gezeigt. Hierbei lief sich keine einheitliche Reihenfolge erken-
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Abb. 6.5: Relative Signalintensitdt (die Absoptionswerte der Wirkstoffmessungen wurden
mit den Absorptionswerten der Nullprobe wahrend der kinetischen Messungen ins Verhéltnis
gesetzt und als Prozentwert angegeben) fiir HeLa und LNCAP mit Ratjadon und Callystatin
(100 nM) und JJ34 (250 nM) tiber 8 h.

nen, jedoch zeigte auch hier Ratjadon die héchste Wirksamkeit beziiglich der Inhibierung der
Proliferation. Beim Vergleich der beiden Zelllinien untereinander zeigte sich, dass alle drei
Wirkstoffe bei Hela eine stirkere Wirksamkeit aufwiesen. Der gréfste Unterschied zeigte sich
bei JJ34 zwischen HeLa mit 53 % rel. Signalintensitat und LNCAP mit 99 % rel. Signalin-
tensitdt. LNCAP zeigte bei der Behandlung mit JJ34 keine Reaktion, die durchschnittliche
relative Signalintensitit verblieb bei 100 %.

6.4.2 Zellzyklus-Arretierung

Die Zellzyklusanalysen sollten die Beeinflussung des Zellzyklus der HeLa-Zelllinie durch die
drei Wirkstoffe aufkléren. In Tabelle [6.4] sind die Mittelwerte der Analysen zusammengefasst.

Nullprobe | Ratjadon [10 nM] | Callystatin [50 nM] | JJ34 [200 nM]
G1-Phase [%] 47,6 81,9 785 43,5
S-Phase [%] 38,0 11,5 12,7 28,5
Go-Phase [%)] 14,5 6,6 8,9 28,0

Tab. 6.4: Prozentuale Verteilung der Zellzyklusphasen der HeLa-Zellen nach 48stiindiger
Inkubation mit 10 nM Ratjadon, 50 nM Callystatin und 200 nM JJ34. Die Ergebnisse sind
Mittelwerte aus min. drei Messungen.
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Fiir alle verwendeten Substanzen konnte eine Beeinflussung des Zellzyklus beobachtet wer-
den. Der grofste Effekt konnte bei Ratjadon beobachtet werden, wobei der Gi-Phasen-Anteil
bezogen auf die Nullprobe von 47,6 % auf 81,9 % nach 48stiindiger Inkubation mit 10 nM
Ratjadon anstieg. Die Anteile der S- und Go-Phase verringerten sich auf 11,5 % bzw. 6,6 %.
Fiir die mit Callystatin behandelten Zellen konnte der gleiche Effekt beobachtet werden. Hier
stieg der Gi-Phasen-Anteil auf 78,5 % nach 48stiindiger Inkubation mit 50 nM Callystatin,
wihrend sich die S- und Go-Phasen-Anteile auf 12,7 % bzw. 8,9 % verringerte. Die mit JJ34
behandelten Zellen zeigten einen Anstieg des Go-Phasen-Anteils von 14,5 % auf 28,0 %. Die
Anteile der S- und Gi-Phase verringerten sich auf 28,5 %, bzw. auf 43,5 %.

6.4.3 Apoptose-auslésende Konzentration

Um die reduzierte Zellzahl nach Behandlung mit den Wirkstoffen naher charakterisieren zu
kénnen, wurden durchflusszytometrische Tests mit der HeLa-Zelllinie auf das Vorliegen von
apoptotischen und nekrotischen Zellen durchgefiihrt. Die Préparierung der Zellen und die
Auswertung der Messung wurde wie in Abschnitt auf Seite 68| beschrieben vorgenommen.

Nullprobe | Ratjadon [10 nM] | Callystatin [50 nM] | JJ34 [100 nM]
apoptotische Zellen [%)] n.n. 7,6 n.n. 2,7
nekrotische Zellen [%] 7.3 20,1 21,7 25,3
vitale Zellen [%)] 91,2 72,2 76,5 71,3

Tab. 6.5: Prozentuale Populationsanteile von apoptotischen, nekrotischen und vitalen HelLa-
Zellen 10 h nach Inkubation mit Ratjadon (10 nM), Callystatin (50 nM) und JJ34 (100 nM);
Anfarbung der Zellen mit Annexin V/PI. Die Ergebnisse sind Mittelwerte aus min. drei Mes-
sungen.

Die Angaben zu den Populationsanteilen wurden aus den FL1/FL3-Dotplots (sieche Ab-
schnitt auf Seite [7) entnommen. Bei Anwesenheit von apoptotischen Zellen wurde eine
FL1-positive/FL3-negative Population identifiziert. Die Populationsanteile wurden durch ga-
ten (siehe Abschnitt[2.1)auf Seite[7)) mit der Zytometer-Software errechnet. Populationsanteile
von unter 2 % wurden als nicht nachweisbar gewertet, da dieses Ergebnis bereits durch Fehl-
streuung bei Populationsiiberlappung erreicht werden konnte.

In Tabelle sind die Anteile der apoptotischen, nekrotischen und vitalen Zellen nach
Behandlung mit 10 nM Ratjadon, 50 nM Callystatin und 200 nM JJ34 der Nullprobe gegen-
iibergestellt. Es zeigte sich, dass nach Behandlung mit Callystatin keine apoptotischen Zellen
zu detektieren waren. Der grofite Anteil an apoptotischen Zellen lag nach Behandlung mit
10 nM Ratjadon bei 7,3 %. Nach Behandlung der Zellen mit 200 nM JJ34 wurde ein Anteil
von 2,7 % apoptotischer Zellen ermittelt. Der Anteil an nekrotischen Zellen lag bei allen drei
Substanzen in der gleichen Grofenordnung. Die Proben nach 2 und nach 5 h wiesen dagegen

keine apoptotischen Zellen auf.
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6.5 Diskussion

Es hatte sich gezeigt, dass die eingesetzten Substanzen eine eindeutig proliferationshemmen-
de Wirkung aufwiesen. Die Wirkung war sowohl von der eingesetzten Dosis, als auch von
der jeweiligen Zelllinie abhingig; wobei sich die Zellen weiblichen Ursprungs von den Zellen

maéannlichen Ursprungs in ihrer Reaktion unterschieden.

Vorversuche

Die In-vitro-Tests in antibiotikahaltigem und antibiotikafreiem Medium zeigten eine Beein-
flussung des Resazurin-Tests. Durch den Antibiotika-Einsatz wurde eine verringerte Reduk-
tionsrate von Resazurin zu Resorufin gemessen. Um eine moglichst unbeeinflusste Testung

durchzufiithren wurde auf die Verwendung von Antibiotika verzichtet.

Ergebnisse der Absorptionsmessungen des Resazurin-Tests

Der Vorteil der hier durchgefiihrten kinetischen Messungen liegt in der Abbildung des ge-
samten Umsatzverhaltens. Es konnte durch Aufnahme einer Kinetik der optimale Zeitpunkt
fiir folgende Zwei-Punkt-Messungen bestimmt werden. Fiir HCC15 und HCC366 wére ein
Messzeitpunkt nach Erreichen des Plateau-Wertes nach ca. 400 bzw. 150 min von Vorteil. Bei
allen eingesetzten Wirkstoffen zeigte sich, dass bei der kleinsten eingesetzten Konzentration
eine Erh6hung der Adsorption zu beobachten war. Dies ist auf den stimulierenden Effekt von

geringen Zytostatikakonzentrationen zuriickzufithren.

Ergebnisse der Absorptionsmessungen des Resazurin-Tests in relativen Einheiten
Es konnte mithilfe einer kinetischen Messung der Eintritt der Wirkung bestimmt werden. Fiir
alle hier eingesetzten Substanzen trat die Wirkung innerhalb der ersten 30 min ein, besonders
bei den Zelllinien, bei denen eine starke Proliferationsinhibierung festgestellt wurde, war in
diesem Zeitraum ein starker Abfall der relativen Signalintensitdt zu beobachten.

Auffallig war, dass diese Reaktion nicht einheitlich war; bei dem Vergleich der Lungenkrebs-
zelllinien hatte diejenige méannlichen Ursprungs (HCC15) eine grofere Proliferationshemmung
gezeigt als die weiblichen Ursprungs (HCC366). Beim Vergleich der geschlechtstypischen Zell-
linien hatte die weibliche Zelllinie (HeLa) einen hoheren proliferationsinhibierenden Effekt
gezeigt als die ménnlicher Herkunft (LNCAP). Die Wirkung der eingesetzten Substanzen war
dementsprechend nicht nur auf die geschlechtliche Herkunft der Zelllinie zuriickzufiihren; ei-
ne Vorhersage der zu erwartenden Inhibierung bei gegebener Herkunft eines Tumors bzw.
Zelllinie konnte nicht getroffen werden.

Eine Erklarung fiir die uneinheitliche Reaktion der Zelllinien kénnte in den Unterschieden
der Zellen zu finden sein. Bei allen Zelllinien handelte es sich um Endothelzellen, jedoch
stammten diese aus unterschiedlichen Organen, bzw. waren die Lungenkrebs-Zelllinien in un-
terschiedliche Subtypen differenziert. Weitere Unterscheidungsmerkmale waren das Alter der

Spenderin/des Spenders, das Alter der Zelllinie sowie unterschiedliche Verdopplungszeiten
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(siehe Tabelle auf Seite [65( und auf Seite [66). Diese Unterscheidungsmerkmale kénnen
einen Grund fiir die unterschiedlichen Umsatzraten von Resazurin darstellen. Besonders die
Wachstumsraten waren ein entscheidendes Kriterium, da die Umwandlung von Resazurin in
erster Linie von der Zellzahl abhéngig war und somit die schneller wachsenden Zellen Hel.a
und HCC15 eine hohere Umsatzrate aufwiesen. Aus den genannten Griinden musste davon
ausgegangen werden, dass die unterschiedlichen Umsatzraten der Zellen in erster Linie von

der Zellzahl abhéngen.

Zellzyklus-Arretierung

Mithilfe der Zellzyklusanalyse wurde untersucht, welchen Einfluss die Testsubstanzen auf die
Wachstumskinetik haben. Viele derzeit im Einsatz befindlichen Zytostatika die zur Tumor-
Therapie eingesetzt werden, greifen direkt in den Zellzyklus ein (Colchicin, Taxol). Es hatte
sich gezeigt, dass Ratjadon die Zellen in der Gi-Phase des Zellzyklus arretiert; der Anteil der
G1-Phase stieg von 47,6 % (Nullprobe) auf 81,9 % an. Nach Einsatz von Callystatin zeigte
sich ebenfalls eine Gi-Phasen-Arretierung, jedoch stieg hier der Anteil nur auf 78,5 % an. JJ34
zeigte hingegen eine Gy-Phasen-Arretierung, hier stieg der Anteil von 14,5 % (Nullprobe) auf
28,0 % an.

Apoptose-auslosende Konzentration

Fiir den Einsatz als Therapeutikum ist es relevant, ob das Zytostatikum eine akut toxische
Wirkung hat. Um zu iiberpriifen, ob die Wirkstoffe Zelltod auslésen, wurden Messungen mit
behandelten HeLa-Zellen auf apoptotische und nekrotische Zellen durchgefiihrt. Die einge-
setzte Konzentration der Wirkstoffe richtete sich nach der in den Resazurin-Tests bestimmten
Schwellkonzentration. Es konnte gezeigt werden, dass bei allen drei Substanzen ein Anstieg
der nekrotischen Zellen im Vergleich zu der unbehandelten Nullprobe zu beobachten war;
der Anstieg des Anteils der nekrotischen Zellen bewegte sich bei 20 %. Apoptotische Zellen
konnten nur nach Behandlung mit Ratjadon und JJ34 nachgewiesen werden. Hierbei wurde
ein apoptotischer Anteil von 7,6 % nach Behandlung mit Ratjadon und ein Anteil von 2,7 %
nach Behandlung mit JJ34 nachgewiesen. Da der Anteil an apoptotischen Zellen gegeniiber
nicht-apoptotischen Zellen bei dem Annexin V/PI geringer ausfillt, als bei anderen Apopto-
se-Tests (z. B. Membran-Potential-Analyse, DNA-Fragmentierung) muss davon ausgegangen

werden, dass der reale Anteil apoptotischer Zellen héher lag.

Es hat sich gezeigt, dass Ratjadon und JJ34 durch Arretierung der Zellen in der Gi- bzw.
der Go-Phase des Zellzyklus und durch das Auslésen von Apoptose eine vielversprechende

Wirksamkeit gegen schnellwachsende Zellen, wie z. B. Tumorzellen besitzen.
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7 Entwicklung eines online Messsystems fiir
Microcarrier-Kultivierungen

Im Rahmen dieser Arbeit sollten verschiedene Messsysteme auf die Anwendbarkeit in der
Kultivierung von Zellen auf Microcarriern hin untersucht werden. Ziel ist es, ein Verfahren zu
entwickeln, mit dessen Hilfe es moglich ist, die durchschnittliche Zelldichte auf den Microcar-
riern qualitativ und quantitativ zu bestimmen. Diese neuen Methoden sollten den etablierten

Methoden der Zell- bzw. der Zellkernzéhlung gegeniibergestellt werden.

7.1 Methoden
7.1.1 Kultivierung von Saugerzellen auf Microcarriern

Adaption der NIH-3T3-Zelllinie

Zur Kultivierung von verankerungsabhéngigen Zellen auf Microcarriern wurde die
NIH-3T3-Zelllinie gewahlt, da diese eine hohe Toleranz gegeniiber verschiedenen Tragerma-
terialien aufweist |miindliche Mitteilung von Herrn Dr. Drexler, DSMZ Braunschweig|. Zu-
néchst wurde die Zelllinie von DMEM auf RPMI 1640-Medium umgestellt; DMEM weist im
Vergleich zum RPMI 1640-Medium eine geringere Ca?*- und Mg?*-Ionen-Konzentration auf.
Diese bivalenten Kationen sind mafsgeblich an dem Vorgang des Anhaftens der Zellen auf der
Oberflache beteiligt. Eine Verringerung der Konzentration bewirkt eine Lockerung der Bin-
dung der Zellen an die Oberfliche und eine verminderte Tendenz zur Aggregatbildung. Die
Umstellung lief iiber eine sukzessive Verringerung des DMEM-Anteils bei gleichzeitiger Erho-
hung des RPMI 1640-Anteils (DMEM:RPMI 100:0, 75:25, 50:50, 25:75, 0:100). Nach Adaption
der Zellen an das neue Medium wurde die Serum-Konzentration in fiinf Schritten von 10 auf
5 % abgesenkt. Es wurde jeweils eine Wachstumskurve vor und nach Adaption aufgenommen.

Dazu wurden die Zellen in 6-Loch-Platten mit einer Zelldichte von 10% Zellen-cm 2

ausgesat,
mit 5 ml Medium tiberschichtet und unter den in Abschnitt auf Seite genannten
Bedingungen inkubiert. Es wurden taglich drei Wells geerntet und die Zelldichte, Lactat- und

Glucosekonzentration bestimmt.

Vorbehandlung und Kultivierungsbedingungen der Microcarrier

Zur Sterilisation wurden die Microcarrier aus Kunststoffen in einer 0,05%igen NaN3-Losung
bei RT iiber Nacht gelagert, zentrifugiert und in Medium resuspendiert. Die Glas-Microcarrier
wurden bei 121 °C fiir 15 min mit Heiffdampf sterilisiert und vor Inokulation in Medium resus-
pendiert. Die Cytodex 1-Microcarrier wurden zunéchst in PBS (20 ml pro 250 g Microcarrier)
fiir 3 h bei Raumtemperatur eingeweicht. Nach dem Quellen wurden die Microcarrier in ei-
ne Spinnerflasche tiberfithrt und 15 min bei 121 °C mit Heifdampf sterilisiert. Anschlietend
wurde die tiberstehende Losung dekantiert und die Microcarrier in Medium resuspendiert.
Tabelle auf der folgenden Seite liefert einen Uberblick iiber die eingesetzten Microcarrier.
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Die adaptierten Zellen wurden in T75-Flaschen vorkultiviert. In der exponentiellen Wachs-
tumsphase (3. bis 4. Tag nach Inokulation) wurden die Zellen geerntet und mit den Microcar-
riern in eine 250 ml-Spinnerflasche iiberfithrt. Die Zellsuspension wurden so verdiinnt, dass
eine Endkonzentration von 10* Zellen-ml~! erreicht wurde. Die Microcarrier wurden in einer
Dichte von 2 g1~! eingesetzt und nach Sterilisation direkt in das Kulturmedium gegeben.
Nach Vorlage der Zellen und der Microcarrier in die Spinnerflasche wurde mit Medium auf
250 ml aufgefiillt.

Microcarrier | Material Beschichtung/ Hersteller
Funktionalisierung

Glas Polystyrol Glas Cellon S. A., Luxemburg

Plastic plus Polystyrol kationisch Cellon S. A., Luxemburg

Cytodex 1 Polydextrin kationisch Amersham, Schweden

PMMA Beads | Polymethylmethacrylat | keine Bang’s Labs, USA

Biosilon Polystyrol keine Nunc, Deutschland

Microcarrier | Grofe Dichte Oberfldche

Glas 90-125 pm 1,02 g-cm ™3 450 cm?.g~!

Plastic plus 125-212 pm 1,02 g-cm ™3 390 cm?.g~!

Cytodex 1 147-248 pm 1,03 g-em ™3 4400 cm?.g—!

PMMA Beads | 76-90 pm 1,02 g-cm ™3 6075 cm?-g !

Biosilon 160-300 pm 1,05 g-cm ™3 255 cm?.g 7!

Tab. 7.1: Verwendete Microcarrier mit den wichtigsten physikalischen und chemischen Para-
metern. Oberfliche bezogen auf das Trockengewicht.

Um eine bessere Anhaftung der Zellen auf den Microcarriern zu gewihrleisten war es not-
wendig, die Durchmischung nach Inokulation fiir einen gewissen Zeitraum zu unterbrechen.
Da in der Literatur unterschiedliche Angaben zum Intervallrithren nach Inokulation zu fin-
den waren, musste durch Vorversuche der optimale Zeitpunkt ermittelt werden. Dazu wurden
jeweils zwei parallele Versuche mit Cytodex 1- und Plastic plus-Microcarriern durchgefiihrt.

Die Inokulation wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt.

Plattierungseffizienz
Die Plattierungseffizienz gibt den Anteil der Zellen an, die nach dem Intervallrithren an den
Microcarriern haften. Zur Ermittlung der Plattierungseffizienz wurde 3 h nach Inokulation
die erste und anschliefend stiindlich eine Probe (1 ml) genommen. Mittels Neubauer-Z&hl-
kammer wurde die Zahl der nicht anhaftenden Zellen ausgezéhlt und mit der Animpfdichte
ins Verhéltnis gesetzt.

Fiir jeden in Tabelle aufgefiihrten Microcarrier wurden mindestens zwei parallele Versu-
che durchgefiihrt, dazu wurden die Microcarrier wie oben beschrieben vorbehandelt und mit

der angegebenen Zellmenge inokuliert. Die Microcarrier wurden fiir 5 h mit einem Intervall von
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3 min Riithren und 30 min Pause geriihrt. Da die Microcarrier unterschiedliche Sinkgeschwin-
digkeiten aufwiesen, musste die Riithrergeschwindigkeit angepasst werden (siehe Tabelle .
Nach Beendigung des Intervallrithrens wurde auf kontinuierliches Riithren umgestellt und die

Plattierungseffizienz bestimmt.

Microcarrier Riihrergeschwindigkeit Zellzahlbestimmung
Glas 30 min—! Trypsin-Methode
Plastic plus 30 min~! Zellkern-Methode
Cytodex 1 20 min~! Zellkern-Methode
PMMA Beads 40 min~! Trypsin-Methode
Biosilon 20 min~! Zellkern-Methode

Tab. 7.2: Verwendete Riihrergeschwindigkeiten und Methoden zur Zellzahlbestimmung fiir
die verschiedenen Microcarrier.

Analytik
Die Probennahme zur Analytik erfolgte im 24-Stunden-Intervall iiber einen Kultivierungszeit-

raum von 6 d:

Zellzahl Zur Zellzahlbestimmung wurden die Zellen auf den Microcarriern durch Trypsin
abgelost und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt. Dazu wurden die gewaschenen Mi-
crocarrier in 500 nl Trypsin-Losung resuspendiert und fiir 15 min bei RT inkubiert. Fiir man-
che Microcarrier musste die Zellkernmethode [97] angewendet werden (siehe Tabelle [7.2)).
Dazu wurden die gewaschenen Microcarrier in 1 ml 0,1 M Na-Citratlosung resuspeniert,
durchmischt und fiir 1 h bei RT inkubiert. Die herausgelosten Zellkerne wurden mit 100 pl
Trypan-Blau-Losung angeférbt und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt.

Glucose/Lactat Die Bestimmung der Glucose- und Lactatkonzentration wurde mithilfe des
Geréites YSI 2700 Select durchgefiihrt.

Aminosiduren Die Bestimmung der Aminosdurenkonzentration erfolgte mittels reversed-
phase HPLC iiber eine Gradientensteuerung nach Vorsdulen-Derivatisierung mit OPA-M-
CE. Die Daten zu den Laufbedingungen und den Eluenten sind in Anhang [A.3]auf Seite [I04]
und auf Seite wiedergegeben.

Zytometer-Proben Die Microcarrier-Proben fiir die durchflusszytometrische Analytik wur-

den mit 70%igem Ethanol fixiert und bei -18 °C gelagert.

7.1.2 Optische Verfahren zur Ermittlung der Zelldichte auf Microcarriern

Die bisher verwendeten direkten Verfahren zur Bestimmung der Zelldichte auf Microcarriern
basierten auf Zéhlung der Zellen nach Ablosung oder bei indirekten Verfahren auf Bestim-
mung durch Ermittlung der Stoffwechselrate anhand der Glucose-/Lactatkonzentration und

Aminosiurekonzentration.



78 7 Entwicklung eines online Messsystems fiir Microcarrier-Kultivierungen

Phasenkontrast-Mikroskopie

Die Phasenkontrast-Mikroskopie wurde zur qualitativen Bestimmung der Zelldichte auf den
Microcarriern und zur Kontrolle des Zellzustandes eingesetzt. Da die Microcarrier aus unter-
schiedlichen Materialien aufgebaut sind, besitzen sie verschiedene Brechungsindizes. Ist der
Brechungsindex eines Materials nahe dem des umgebenden Mediums (Wasser n=1,33), ist ei-
ne mikroskopische Beobachtung des gesamten Microcarriers moglich, da nur geringe Lichtbre-
chung auftritt. Bei Microcarriern mit hoherer optischer Dichte tritt verstiarkt ein Lupeneffekt
der sphérischen Microcarrier auf, der das Fokussieren von tiefer gelegenen Schichten verhin-
dert. Die Microcarrier wurden mit Phasenkontrast bei 200facher Vergréfferung beobachtet.

Die Aufnahmen wurden mithilfe einer Digitalkamera (Olympus C-4040) gemacht.

In-situ- Mikroskopie

Fiir die Anwendung des In-situ-Mikroskops (III-T) in der Microcarrier-Kultivierung wurden
Objektive mit einer Vergrofserung von 4, 10 und 20fach verwendet, was einer Vergrofserung von
80, 200 und 400fach entsprach. Das Mikroskop war mit einer Digitalkamera (Sony XCD-X700)
ausgestattet und lieferte 25 Bilder pro Sekunde in einer Auflésung von 1024-768 Bildpunkten.
Fiir die Bildaufnahme wurde eine Belichtungszeit von 0,02 s gewéhlt. Zunéchst wurden Off-
line-Aufnahmen mit allen Microcarriern gemacht, um abschétzen zu konnen, ob das In-situ-
Mikroskop zur Beobachtung der jeweiligen Microcarrier geeignet ist. Nach Vorauswahl wurde

eine Kultivierung von Cytodex 1-Microcarriern fiir den Zeitraum von 6 d untersucht.

Erstellung von Grauwert-Histogrammen

Die Microcarrier-Aufnahmen des Phasenkontrast- und In-situ-Mikroskops wurden zur Tex-
turanalyse verwendet. Zur Texturanalyse der Microcarrier wurden Grauwert-Histogramme
von einzelnen Microcarrieraufnahmen erzeugt. Mithilfe der Software Corel-Photopaint wur-
den mittels farbempfindlicher Markierung der Hintergrund der Aufnahme entfernt, so dass die
Markierung den gewiinschten Microcarrier umfasste. Durch anpassen der Empfindlichkeit der
Farberkennung liefen sich Stérungen durch Schwebstoffe entfernen. Grofere Stérungen z. B.
durch Einzelzellen oder Zell-Aggregate mussten manuell entfernt werden. Die Grauwert-Hi-
stogramme wurden anschliefend mit der Histogramm-Funktion der Bildbearbeitungssoftware

erstellt.

Durchflusszytometrie

Zur Bestimmung des Bedeckungsgrades wurden die Ethanol-fixierten Microcarrier in 900 pl
PBS resuspendiert, mit 100 pl PI-Loésung versetzt und 15 min bei RT im Dunkeln inkubiert.
Die gewaschene Microcarrier-Suspension wurde im FACS analysiert. Um eine statistische Si-
cherheit zu erhalten, wurden bei jeder Messung mindestens 10 000 Partikel vermessen. Die Aus-

wertung erfolgte im Dotplot mit der Auftragung Seitwértsstreulicht (SSC) gegen Rot-Fluores-
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zenz, (FL3). Zur quantitativen Auswertung der Dotplots wurden die Signale aus vier Regionen
ausgezihlt (siche Abbildung [7.1).

Abb. 7.1: Dotplot mit einer Auftragung von SSC gegen FL3. In dem Dotplot sind die Re-
gionen zur Bestimmung des Bedeckungsgrades der PMMA-Microcarrier eingezeichnet. Die
oberen Regionen umfassen die Microcarrier (Region 1: unbewachsene Microcarrier bis Re-
gion 3: maximaler Bewuchs, konfluente Microcarrier), Region 4 umfasst Einzelzellen sowie
Zell-Aggregate.

7.1.3 Bestimmung der Lebend-Zelldichte auf Microcarriern mittels
Impedanz-Spektroskopie

Die Impedanz-Spektroskopie wurde zur Detektion der Lebend-Zellmasse eingesetzt. Das Mess-
prinzip beruht darauf, dass beim Durchtritt der Zelle durch ein elektrisches Wechselfeld an der
Membran ein Dipol induziert wird und das daraus resultierende kapazitive Potential gemessen
wird. Die Gesamtkapazitit ist Zelltyp-abhéngig und steigt proportional mit der Zelldichte an.

Um eine Kalibration des Impedanz-Spektroskops (BioMass-Monitor) durchzufithren, wur-
den unterschiedliche Zellkonzentrationen von suspendierten NIH-3T3-Zellen vermessen. Dazu
wurden die eingestellten Zellsuspensionen in einem geeigneten Geféfs kontinuierlich geriihrt.
Die Sonde des BioMass-Monitors wurde 1,5 cm tief in die Suspension getaucht und nachdem
sich ein konstanter Wert eingestellt hatte, der Messwert abgelesen. Dieser Vorgang wurde fiir

jede definierte Zellkonzentration drei mal wiederholt.

7.1.4 Bioreaktor-Microcarrier Kultivierung

Die Microcarrier Kultivierung wurde in einem 5 l-Edelstahl-Bioreaktor durchgefiihrt. Vor

Beginn der Kultivierung wurde der Bioreaktor mit BioMass-Sonde, In-situ-Mikroskop, pH-
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und pOs-Elektrode versehen. Weiterhin wurden die Sadure-, Base- und Animpfflasche mit den
entsprechenden Eingéngen verbunden. Der komplett verschraubte Reaktor wurde anschlieffend
fiir 60 min bei 121 °C mit Heiflsdampf sterilisiert.

Um die nétige Zellmenge zu erhalten, wurden NIH-3T3-Vorkulturen in Roller-Bottles durch-
gefiihrt (Kultivierungsbedingungen siehe Abschnitt auf Seite. Dazu wurden die Zellen
von subkonfluent bewachsenen T'150-Monolayer-Flaschen in die Roller-Bottles iiberimpft und
mit 250 ml Medium aufgefiillt. Wahrend der Anhaftungsphase wurden die Roller-Bottles mit
einer Drehzahl von 0,5 min~' in den ersten 24 h gedreht, anschliekend wurde die Drehzahl
auf 2 min~! erhoht. Da die Adaptionsphase der Zellen in den Roller-Bottles linger dauerte
als in den T-Flaschen, wurden die Zellen 56 d kultiviert.

Es wurden zwei Kultivierungen im Bioreaktor mit unterschiedlichen Medien durchgefiihrt;
die Kultivierungsparameter sind in Tabelle[7.3|zusammengefasst. Die Einstellung des pH-Wer-
tes erfolgte durch Zugabe von jeweils 1 M Salzsdure und Natronlauge. Die pOs-Elektrode
wurde vor dem Animpfen 3 h im Medium polarisiert. Zum Animpfen wurden zunéchst die
Microcarrier (2 g:1=! Medium) in den Reaktor iiberfiihrt und der Nullwert fiir den BioMass-
Monitor eingestellt, anschliekend wurden die Zellen zugegeben und mit temperiertem Medium
(37 °C) auf 4,5 1 aufgefiillt.

Medium RPMI, 5 % NKS DMEM, 10 % NKS
Microcarrier Poly-L-Lysin beschichtete PMMA
Riihrergeschwindigkeit 75-min—*

Temperatur 37 °C (£0,5 °C)

pH-Wert 7,15 (£0,1)

Tab. 7.3: Kultivierungsparamter der Microcarrier Kultivierungen im 5 1 Bioreaktor.

Die Microarrier wurden fiir 5 h mit einem Intervall von 3 min rithren und 45 min Pause
geriihrt. Anschliefsend wurde auf kontinuierliches Rithren umgestellt. Die Datenerfassung der
Kultivierungsparameter erfolgte mithilfe der Software Bio-TEM. Proben zur Analyse von Glu-
cose, Lactat, Aminoséuren und Zelldichte wurden alle 24 h genommen (sieche Abschnitt
auf Seite [75]).

7.2 Ergebnisse
7.2.1 Adaption der Zellen und Versuche zum Intervallriihren

Adaption der NIH-8T3-Zelllinie

Die Umstellung von DMEM mit einer Serum-Konzentration von 10 % NKS auf
RPMI 1640-Medium mit 5 % NKS hatte einen Einfluss auf das Wachstumsverhalten der
Zellen. Diese Verdnderung ist in Abbildung gezeigt. Die Wachstumskurve bei Kultivie-
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rung in RPMI 1640-Medium wurde drei Passagen nach Umstellung der Zellen auf das neue

Medium aufgenommen.
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Abb. 7.2: Wachstumskurve der NIH-3T3-Zellen in DMEM vor und in RPMI 1640-Medium
nach der Adaption. Konzentrationen fiir Glucose und Lactat sind fiir die RPMI 1640-Medium
wiedergegeben.

Anhand der Wachstumskurve der NIH-3T3-Zellen mit RPMI 1640-Medium lief sich eine
langere Adaptionsphase von 2 d erkennen. Die exponentielle Wachstumsphase ist hierbei zwi-

schen dem 3. und 4. Tag nach Inokulation zu erkennen.

Vorversuche zum Intervallrihren

Der Zeitpunkt fiir die optimale Dauer des Intervallrithrens wurde in Vorversuchen ermittelt.
In Tabelle [74] sind die Plattierungseffizienzen der Vorversuche mit den Cytodex 1- und Pla-
stic plus-Microcarriern zusammengefasst. Die Plattierungseffizienz ist jeweils auf die Animpf-

dichte von 10* Zellen-ml~! bezogen.

Dauer des Inter- Cytodex 1 Plastic plus
vallriihrens

3h 5,2:10% Zellen-ml~! 48 % | 8,5-10% Zellen-ml~! 15 %
4h 4,3-10% Zellen-ml~* 57 % | 7,2-10 Zellen-ml~! 28 %
5h 5,0-102 Zellen-ml~* 95 % | 3,0-10% Zellen-ml~* 70 %

Tab. 7.4: Zelldichte im Uberstand und Plattierungseffizienz der Cytodex 1 und Plastic Plus
Microcarrier 3-5 h nach Inokulation. Die Plattierungseffizienz ist bezogen auf die Animpfdich-
te von 10* Zellen-ml 1.

Fiir beide Microcarrier war ein Anstieg der Plattierungseffizienz mit der Zeit zu beobachten.

Nach einer Inkubationszeit von 5 h erreichte sie einen Maximalwert von 95 % fiir die Cyto-
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dex 1- bzw. 70 % fiir die Plastic plus-Microcarrier. Eine lingere Dauer des Intervallriithrens
flihrte bei den Plastic plus Microcarriern zu Verklumpungen der bewachsenen Microcarrier in
Folge von Briickenbildung. Der Verzicht auf das Intervallrithren, wie in der Literatur angege-
ben, hat sich als nicht praktikabel erwiesen, da daraus eine sehr geringe Plattierungseffizienz
resultierte [124]. Es wurde dementsprechend ein Zeitraum von 5 h fiir das Intervallrithren auf

die folgenden Microcarrier-Kultivierungen iibertragen.
7.2.2 'Wachstumsverhalten der NIH-3T3-Zellen auf Microcarriern

Plattierungseffizienz

Die Wachstumskurven auf unterschiedlichen Microcarriern wurden bei gleicher Animpfdichte
bestimmt. Dazu wurden die Zellen und Microcarrier entsprechend der Vorschrift aus Ab-
schnitt auf Seite [75] vorbehandelt und kultiviert. In Tabelle [7.5] sind die Plattierungseffi-
zienzen der NIH-3T3-Zellen auf den einzelnen Microcarriern nach 5stiindigem Intervallrithren

wiedergegeben.

‘ Biosilon Cytodex 1 Glas Plastic plus PMMA
Plattierungseffizienz ‘ 48 % 92 % 90 % 73 % 65 %

Tab. 7.5: Prozentuale Plattierungseffizienzen auf den Microcarriern nach 5stiindigem Inter-
vallrithren (3 min Riihren, 30 min Pause), bezogen auf die Zahl der anhaftenden Zellen.

Hier weisen die Cytodex 1- und Glas-Microcarrier eine hohe Plattierungseffizienz von 92 %
bzw 90 % auf. Der niedrige Wert der Biosilon-Microcarrier von 48 % konnte durch eine ver-
langerte Dauer des Intervallrithrens nicht erhoht werden. Bei den Cytodex 1- und Glas-Micro-
carriern wurde eine ungleichméfige Verteilung der Zellen auf die Partikel beobachtet, so dass
bis zum Ende der Kultivierung Partikel ohne Zellen gefunden wurden. Eine statistische Ver-
teilung der Zellen auf den Partikeln konnte bei den Biosilon- und Plastic plus-Microcarriern

beobachtet werden.

Wachstumskurven
Die Zellzahl wurde durch Auszéhlen der Zellen nach Trypsinierung oder durch Herauslésen
der Zellkerne und deren Zdhlung bestimmt. Die dabei ermittelte Zellzahl entsprach nicht der
tatséchlich vorhandenen Zellzahl im Kulturmedium, da vor Behandlung der Microcarrier die
Einzelzellen und die kleineren Zellaggregate durch zentrifugieren abgetrennt wurden, dement-
sprechend konnen die tatséchlichen Zellzahlen von den ausgezahlten abweichen.

In Abbildung und sind die Wachstumskurven der NTH-3T3-Zellen auf den Micro-
carriern gegen die Zeit aufgetragen. Die Wachstumskurve auf den Glas-Microcarrier wurde

gesondert dargestellt, da die Zellzahl um eine Gréfenordnung héher war.
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Abb. 7.3: Wachstumskurven der NIH-3T3-Zellen auf den Biosilon-, Cytodex 1-, PMMA- und
Plastic plus-Microcarriern. Aufgetragen sind die Zellzahl sowie die Glucose- und Lactat-Kon-
zentration des Mediums gegen die Kultivierungsdauer.

Die Kultivierung mit Biosilon-Microcarriern wies ein sehr kleines Wachstum iiber den be-
trachteten Zeitraum auf, am fiinften Tag lag die Zellzahl bei 1,1-10* Zellen-ml~! und somit
10 % tiber der Inokulations-Zellzahl. Zu Beginn der Kultivierung konnte eine gute Anhaf-
tung sowie eine statistische Verteilung der Zellen auf die Microcarrier beobachtet werden. Im
Verlauf der Kultivierung l6sten sich Zellen von den Partikeln ab und bildeten Aggregate im
Medium. Der Glucose Verbrauch war dementsprechend gering, die Konzentration fiel von 1,8
auf 1,6 g-171 ab.

Die Kultivierung mit Cytodex 1-Microcarriern wies eine Lag-Phase von zwei Tagen und ein
Maximum mit 5,1-10* Zellen-ml~! am fiinften Tag auf. Zu Beginn der Kultivierung konnte
eine gute Anhaftung der Zellen beobachtet werden, jedoch war die Verteilung der Zellen auf
die Partikel nicht gleichméfig. Der Anteil von Zellen in Suspension war iiber den betrachteten
Zeitraum sehr klein. Auffillig war die Empfindlichkeit der Microcarrier gegeniiber Scherstress;
der Anteil an beschidigten Microcarriern stieg wahrend der Kultivierung an. Die Glucose-
und Lactat-Konzentrationen blieben wéhrend der Kultivierung nahezu konstant bei 1,7 bzw.
0,0 g1

Die Kultivierung mit PMMA-Microcarriern wies einen langsamen Anstieg der Zellzahl auf,

mit einem Maximum von 5,3-10% Zellen-ml~! am fiinften Tag. Es konnte keine statistische Ver-
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teilung der Zellen auf die Microcarrier erreicht werden, was zu einer inhomogenen Bedeckung
flihrte. Ab dem vierten Tag wurde die Bildung von Multilayern und das Abldsen von Zellen
und Zellaggregaten beobachtet. Die Bildung von Microcarrier-Klumpen durch verbriickende
Zellen war sehr ausgeprigt. Die Glucose-Konzentration fiel von 2,0 auf 1,5 g-17! withrend die
Lactat-Konzentration von 0,0 auf 0,2 g-17! anstieg.

Die Kultivierung mit Plastic plus-Microcarriern wies eine Lag-Phase von einem Tag auf und
erreichte die maximale Zellzahl am fiinften Tag mit 1,0-10° Zellen-ml~!. Zu Beginn der Kulti-
vierung konnte eine gute Anhaftung und eine gute Verteilung der Zellen auf die Microcarrier
beobachtet werden. Ab dem dritten Tag trat vereinzelt Konfluenz auf. Die Glucose-Konzen-

tration fiel von 1,9 auf 1,5 g-17! wihrend die Lactat-Konzentration von 0,0 auf 0,1 g1=*
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Abb. 7.4: Wachstumskurve der NIH-3T3-Zellen auf den Glas-Microcarriern. Aufgetragen
sind die Zellzahl sowie die Glucose- und Lactat-Konzentration des Mediums gegen die Kulti-
vierungsdauer.

Die Kultivierung mit Glas-Microcarriern wies eine Lag-Phase von drei Tagen auf und er-
reichte die maximale Zellzahl am sechsten Tag mit 1,4-10% Zellen-ml~!. Zu Beginn der Kulti-
vierung konnte eine gute Anhaftung der Zellen beobachtet werden, jedoch war die Verteilung
der Zellen auf die Partikel nicht gleichméifig. Ab dem fiinften Tag trat vereinzelt Konfluenz
auf. Die Glucose-Konzentration fiel von 2,1 auf 1,5 g-17! withrend die Lactat-Konzentration

von 0,0 auf 0,2 g-1~! anstieg.

Aminosduren- Analytik

Die Konzentrationen der in dem Medium enthaltenen Aminosduren wurden wahrend der Kul-
tivierungen in 24 h-Intervallen bestimmt. Die Ergebnisse sind im Anhang in Abbildung
auf Seite [09| wiedergegeben. Zur besseren Ubersicht wurden exemplarisch 4 der 18 gemessenen
Aminosduren dargestellt. Der Verlauf der Aminosdure-Konzentrationen korrelierte mit dem
Verlauf der Glucose- und Lactat-Konzentration. Beim Vorliegen einer hohen Zellzahl kann von
einem hohen Verbrauch von Aminoséduren ausgegangen werden. Dementsprechend ist der Ver-

brauch der Aminosduren Glutamin, Arginin und Serin bei den Kultivierungen mit PMMA-
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und Glas-Microcarriern am hoéchsten. Den geringsten Verbrauch wiesen die Kultivierungen
mit Biosilon- und Cytodex 1-Microcarriern auf.

Alanin war in dem RPMI 1640-Medium nicht enthalten und wurde wéhrend der Kultivie-
rung von den Zellen gebildet. Der Anstieg der Alanin-Konzentration sollte dementsprechend
direkt mit der Lebend-Zellzahl korrelieren. Hier zeigte sich die hochste Produktionsrate bei der
PMMA-Microcarrier-Kultivierung; die geringste Produktionsrate war bei den Cytodex 1-Mi-

crocarriern zu beobachten.

Ergebnisse der Impedanz-Spektroskopie

Die Kalibrationsergebnisse des BioMass-Monitors konnten aufgrund einer grofsen Schwankung
wihrend der Messung nicht verwendet werden. Die Standardabweichung belief sich zum Teil
auf das Vierfache des gemittelten Messwertes. Aus diesem Grund wurde der BioMass-Monitor

nur fiir die Bioreaktor-Kultivierung eingesetzt.
7.2.3 Auswertung der optischen Analysen

Phasenkontrast-Mikroskopie

Wihrend der Microcarrier-Kultivierungen wurden téglich Phasenkontrast-Aufnahmen der Mi-
crocarrier gemacht, um die Zelldichte abschétzen zu kénnen. Aufgrund der unterschiedlichen
Materialien, aus denen die Microcarrier-Matrix aufgebaut waren, war zum Teil starke Licht-
brechung zu beobachten. In Abbildung [7.5]sind zum Vergleich die Aufnahmen von Cytodex 1-
und Plastic plus-Microcarriern gezeigt. Durch die hohere optische Dichte des Polystyrols wur-

de das Licht im Zentrum des Microcarriers gebiindelt, was die Aufnahme erschwerte.

Abb. 7.5: Phasenkontrast-Aufnahmen von Cytodex 1- (links) und Plastic plus- (rechts) Mi-
crocarriern mit 200facher Vergréferung. Beide Microcarrier sind konfluent mit NTH-3T3-Zellen
bewachsen.

Die Abschétzung des Bedeckungsgrades der Microcarrier ist bei der optischen Analyse stets
abhéngig von dem subjektiven Eindruck des Beobachters und somit nicht représentativ und

Labor-iibergreifend zu bestimmen. Zur Entwicklung einer optischen Auswertungsmethode war
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es notwendig, Parameter zu verwenden, die charakteristisch und représentativ fiir die Unter-
scheidung von unbewachsenen und bewachsenen Microcarriern sind. Charakteristisch fiir die
optische Analyse von Microcarriern ist die Verédnderung der Textur des Partikels. Diese Ver-
anderung liek sich durch die Analyse der Grauwerte verdeutlichen; in Abbildung[7.6]sind drei
Microcarrier mit unterschiedlichem Bedeckungsgrad und den entsprechenden Grauwert-Histo-
grammen abgebildet. Die unbewachsenen Microcarrier zeigten ein hohen Anteil von hellen
und dunklen Grauwerten. Mit steigendem Bedeckungsgrad war eine Zunahme der mittleren

Grauwerte zu erkennen.
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Abb. 7.6: Phasenkontrast-Aufnahmen von Cytodex 1-Microcarriern mit 200facher Vergrofse-
rung. Abgebildet ist ein unbewachsener (links), ein halbkonfluenter (mitte) und ein kunfluenter
(rechts) Microcarrier. Darunter sind die entsprechenden Grauwert-Histogramme abgebildet
mit den Graustufen (Abszisse) gegen die Anzahl (Ordinate).

In-situ-Mikroskopie

Die Offline-Aufnahmen der Microcarrier mittels In-situ-Mikroskop dienten der Vorauswahl.
Hier zeigte sich, dass alle verwendeten Microcarrier, mit Ausnahme der Cytodex 1, einen
starken Linseneffekt aufwiesen (siehe Abbildung ).

Aufgrund der guten optischen Eigenschaften wurden die Cytodex 1-Microcarrier ausgewéahlt
und ein Kultivierungsverlauf aufgenommen. Die Bilder wurden nach dem oben beschriebenen
Verfahren nachbearbeitet, um die Eignung der In-situ-Mikroskop-Bilder fiir eine Texturanalyse
zu beurteilen. In Abbildung[7.§| sind drei Microcarrier mit unterschiedlichem Bedeckungsgrad
und den entsprechenden Grauwert-Histogrammen abgebildet.

Anhand der Histogramme ist eine Verbreiterung der Grauwert-Verteilung mit zunehmen-
dem Bedeckungsgrad zu erkennen. Die Software zur Auswertung der In-situ-Mikroskop-Bilder
ist bereits in der Lage, Einzelzellen von Zell-Aggregaten und Storungen durch Luftblasen und

Schwebstoffen zu isolieren. Eine Erweiterung dieser Software zur Textur-Analyse der Microcar-
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Abb. 7.7: Aufnahmen der verwendeten Microcarrier durch das In-situ-Mikroskop mit 80fa-
cher Vergrofierung.
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Abb. 7.8: In-situ-Mikroskop-Aufnahmen von Cytodex 1-Microcarriern mit 200facher Vergro-
ferung. Abgebildet ist ein unbewachsener (links), ein halbkonfluenter (mitte) und ein konflu-
enter (rechts) Microcarrier. Darunter sind die jeweiligen Grauwert-Histogramme abgebildet
mit den Graustufen (Abszisse) gegen die Anzahl (Ordinate).

rier-Aufnahmen ist Gegenstand derzeitiger Arbeiten [miindliche Mitteilung von Dr. Frerichs,

Firma Texys Hannover].
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Durchflusszytometrie

Das hier verwendete FACS eignete sich zur Detektion groferer Partikel bis zu einem Durchmes-
ser von bis zu 200 pm. Fiir die durchflusszytometrische Bestimmung des Bedeckungsgrades der
Microcarrier wurden die PMMA-Microcarrier verwendet, Vorversuche mit den Glas-Microcar-
riern fiithrten zur Verstopfung der Probenleitung und des Diisenkopfes. Die Plastic plus-, Bio-
silon- und Cytodex 1-Microcarrier waren mit maximalen Durchmessern von mehr als 200 pm
fiir eine durchflusszytometrische Analyse nicht geeignet.

Die durchflusszytometrische Analyse einer Microcarrier-Kultivierung wurde exemplarisch
mit zwei PMMA-Microcarrier-Kultivierungen durchgefiihrt. Die Microcarrier wurden wie in
Abschnitt auf Seite [77] beschrieben vorbereitet und durchflusszytometrisch vermessen.
Dabei wurde das Seitwértsstreulicht (SSC) gegen die Fluoreszenzintensitét (FL3) aufgetragen
und vier quadratische Regionen ausgewéhlt (siehe Abbildung auf Seite . Anhand der
Verteilung der Ereignisse in den einzelnen Regionen konnte eine relative Bedeckung der Mi-
crocarrier abgeschatzt werden. Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen sind
in Abbildung wiedergegeben. Aus den Ergebnissen der beiden PMMA-Microcarrier-Kulti-

vierungen wurden jeweils die Mittelwerte gebildet.
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Abb. 7.9: Ergebnisse der durchflusszytometrischen Messungen der PMMA-Kultivierungen.
Dargestellt sind die prozentualen Anteile von Ereignissen in Region 1 (unbewachsene Micro-
carrier) bis Region 3 (maximaler Bewuchs) und Region 4 (Einzelzellen/Zellaggregate) tiber
die Kultivierungsdauer.

Mit steigender Kultivierungsdauer war eine Zunahme der bewachsenen Microcarrier zu

beobachten. Dies zeigte sich durch die Zunahme der FEreignisse in den Regionen 2 und 3.
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Dieser Anteil stieg bis zum 3. Tag an und nahm anschlieffend langsam ab. Ab dem 3. Tag war
eine Zunahme des Anteils von Region 4 zu erkennen, was auf einen Anstieg von Einzelzellen

und Zellclustern in der Suspension zuriickzufiithren war.

7.2.4 Bioreaktor-Microcarrier Kultivierung

Die Ergebnisse der Spinner-Flaschen-Kultivierung sollte durch Kultivierungen im Technikums-
mafstab auf die Moglichkeit zum Upscaling hin untersucht werden. Dazu wurden zwei Mi-
crocarrier-Kultivierungen in einem 5 1-Edelstahlbioreaktor im Batch-Betrieb durchgefiihrt.
Dabei sollte iiberpriift werden, ob im Reaktor unter den gleichen Bedingungen kultiviert wer-

den konnte, wie in den Spinner-Flaschen (Kultivierungsbedingungen siehe Tabelle auf
Seite .
Reaktorkultivierung in RPMI 1640-Medium

Es wurde eine Animpfdichte von 5,3-10% Zellen-ml~! und eine Plattierungseffizienz von 91 %
gemessen. Im Folgenden wurden alle 24 h Proben nach Inokulation genommen, um die Via-
bilitdt zu bestimmen. Wahrend der Kultivierung fiel die Viabilitdt bereits nach 24 h stark
ab; nach 48 h konnten keine vitalen Zellen mehr nachgewiesen werden, so dass der Versuch

abgebrochen wurde.

Reaktorkultivierung in DMEM

Es wurde eine Animpfdichte von 7,0-10% Zellen-ml~! und eine Plattierungseffizienz von 67 %
gemessen. Wahrend der Kultivierung konnten nach 24 h keine bewachsenen Microcarrier nach-
gewiesen werden; durch Besiedelung der Okulargléschen des In-situ-Mikroskops mit Zellen war
eine direkte Beobachtung der Zellsuspension nicht mehr méglich. Mit steigender Kultivierungs-
dauer wurden zunehmend Zellcluster und Zelltriimmer in Suspension, sowie eine abnehmende
Anzahl an suspendierten Microcarriern beobachtet. Die Kultivierung wurde am 6. Tag ab-
gebrochen, dabei zeigte sich, dass die Metalloberfichen innerhalb des Reaktors mit Zellen
bewachsen waren. Die Daten der Glucose- und Lactat-Analyse der beiden Reaktor-Kultivie-
rungen sind in Abbildung auf der folgenden Seite wiedergegeben.

7.3 Diskussion

7.3.1 Wachstumsverhalten der NIH-3T3-Zellen auf Microcarriern

Adaption der Zellen und Vorversuche zum Intervallriihren
Die Anwesenheit von bivalenten Kationen hat einen Einfluss auf die Anhaftung der Zellen.
Durch die Adaption auf das RPMI 1640-Medium konnte die Verklumpung der Zellen wéahrend
der Kultivierung in Spinnerflaschen reduziert werden (Daten nicht gezeigt).

Die Vorversuche haben gezeigt, dass die Dauer des Intervallriihrens einen entscheidenden

Einfluss auf die Plattierungseffizienz hat. Fiir die untersuchten Microcarrier stiegt die Plat-
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Abb. 7.10: Glucose- und Lactat-Konzentrationen der Microcarrier-Bioreaktor-Kultivierun-
gen. Aufgetragen sind die Konzentrationen von Glucose und Lactat im Medium fiir die Kul-
tivierung in RPMI 1640-Medium (R1) und in DMEM (R2).

tierungseffizienz mit der Zeit an. Fiir Cytodex 1 stieg die Plattierungseffizient um 47 % und
fiir Plastic plus um 55 % bei der Erhohung der Dauer des Intervallrithrens von 3 h auf 5 h
an. Dies zeigt, dass die Zellen nur an die Microcarrier anhaften wenn die Suspension in Ru-
he ist. Ein anheften von Zellen an Microcarrier wihrend des kontinuierlichen Riihrens ist zu

vernachldssigen.

Wachstumsverhalten der NIH-3T3-Zellen auf Microcarriern
Die Glas- und Plastic plus-Microcarrier wiesen eine gute Plattierungseffizienz von 90 % bzw.
73 % und eine maximale Zellzahl von 1,4-10 bzw. 1,0-10° Zellen-ml~! auf. Die Cytodex 1-Mi-
crocarrier erreichten eine geringe maximale Zellzahl von 5,1-10* Zellen-ml~!. Die hohen Plat-
tierungseffizienzen der Cytodex 1- und Glas-Microcarrier fithrte zu einer ungleichméfigen
Beimpfung der Partikel, so dass bis zum Ende der Kultivierung Partikel ohne Zellen gefun-
den werden konnten. Diese Beobachtung zeigt, dass die Zellen bei kontinuierlichem Riihren
nicht an den Microcarrier anhaften und somit wéhrend der ersten Stunden nach Inokulati-
on ein Intervall-Riihren notwendig ist. Diese ungleichméfige Verteilung von Zellen auf die
Microcarrier diirfte ein Grund fiir die geringe maximale Zellzahl wiahrend der Kultivierung
mit Cytodex 1-Microcarriern sein. Dieses Problem kénnte mit einer héheren Animpfdichte
vermieden werden.

Die Kultivierung mit PMMA-Microcarriern wies eine Plattierungseffizienz von 65 % auf und
erreichten eine maximale Zellzahl von 5,3-10% Zellen-ml~'. Mit lingerer Kultivierungsdauer
wurde eine massive Zunahme von Zellaggregaten beobachtet. Die Ausbildung von Multilayern

auf den Microcarriern fiihrte zu einer erh6hten Scherstress-Empfindlichkeit, so dass sich ganze
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Zellverbdnde von den Microcarriern 16sten. Die gemessene Zellzahl auf den Microcarriern
gibt somit nicht die tatsédchliche Zellzahl der Kultur wieder. Die hohen Verbrauchsraten von
Glucose und Aminoséuren ist somit auf das Vorliegen von Zellaggregaten zuriickzufiihren.
Die Biosilon-Microcarrier waren fiir eine Kultivierung mit NIH-3T3-Zellen ungeeignet. Die
Zellzahl veranderte sich tiber den Kultivierungszeitraum nur minimal. Der Grund fiir dieses
schlechte Wachstum kénnte in der Oberfliche der Microcarrier zu finden sein. Die Matrix
der Microcarrier besteht aus Polystyrol ohne Funktionalisierung oder Beschichtung; im Ver-
gleich zu den Plastic plus-Microcarriern fehlt die kationische Ladung der Carrier-Oberflache.
Es kann dementsprechend davon ausgegangen werden, dass diese Funktionalisierung einen

entscheidenden Einfluss auf die Kultivierung hat.

7.3.2 Optische Analysen

Phasenkontrast- und In-situ-Mikroskop Analyse

Durch die hohe optische Dichte und die sphérische Struktur der Polystyrol- und PMMA-Par-
tikel trat beim Mikroskopieren ein Linseneffekt auf, der dazu fiihrte, dass das Zentrum der
Partikel sehr hell erschien und eine Beobachtung erschwerte. Dieser Effekt wurde besonders
bei dem In-situ-Mikroskop beobachtet. Um dieses Problem zu vermeiden, kénnten fiir eine mi-
kroskopische Untersuchung die Microcarrier in einem Medium mit hoherem Brechungsindex
suspendiert werden, z. B. Immersionsol.

Bei der Beobachtung der Kultivierung mit Cytodex 1-Microcarriern zeigte sich, dass die-
se Microcarrier fiir eine optische Analyse besonders gut geeignet sind. Aufgrund der geringen
optischen Dichte der Polydextrin-Matrix war es moglich, jede Ebene der Microcarrier zu fokus-
sieren. Dies zeigte sich besonders in den Aufnahmen des In-situ-Mikroskops von bewachsenen
und unbewachsenen Cytodex 1-Microcarriern. Die In-situ-Mikroskop und Phasenkontrast- Auf-
nahmen der Cytodex 1-Microcarrier wurden fiir die Grauwert-Texturanalyse eingesetzt. Durch
den starken Linseneffekt der {ibrigen Microcarrier war eine Texturanalyse nicht mdoglich.

Waéhrend der Cytodex 1-Microcarrier-Kultivierung zeigte sich mit zunehmendem Bewuchs
eine breitere Verteilung in den mittleren Grauwerten. Der Anstieg der mittleren Grauwerte war
auf die zunehmende Lichtstreuung an den Zellen, hier besonders an Einschliissen/Organellen
zu erkldren. Durch die Automatisierung der Bildanalyse wire man mithilfe des In-situ-Mikro-
skops in der Lage den Bedeckungsgrad von Microcarriern nicht-invasiv im laufenden Prozess zu
bestimmen. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die eingeschrinkte Ubertragbarkeit der Ergeb-
nisse. Die Ergebnisse der Grauwertanalyse miisste in einer Pilotkultivierung auf den Prozess
durch manuelle Auszéhlung des Bedeckungsgrades kalibriert werden. In den vorliegenden Ver-
suchen zeichnete sich das In-situ-Mikroskop durch die konstante Beleuchtungsstarke, die gute
Durchleuchtung der Microcarrier und durch die gute Schéarfe aus. Somit ist das In-situ-Mikro-

skop einer lichtmikroskopischen Analyse vorzuziehen.
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Durchflusszytometrie
Die Ermittlung des Bedeckungsgrades mittels Durchflusszytometrie hat sich als gute Alter-
native zur manuellen Zahlung erwiesen. Damit konnte eine Wachstumskurve aufgenommen
werden, die die Verhéltnisse wihrend der Kultivierung detaillierter und reproduzierbarer Ab-
bilden konnte. Die Unterteilung der Dotplots in isolierte Regionen macht eine differenzierte
Analyse des Wachstumsverhaltens moglich; eine ungleichméfige Beimpfung der Microcarrier
liefse sich mithilfe der Durchflusszytometrie schnell und quantitativ bestimmen. Eine quantita-
tive Bestimmung des Bedeckungsgrades ist mit der Durchflusszytometrie nicht moglich, da die
angefiarbten Zellen auf dem Microcarrier beim Durchtritt des Laser-Fokus nur von einer Seite
bestrahlt werden und somit nicht von jeder Zelle die gleiche Fluoreszenzlichtstéarke ausgeht.
Die Messung des Bedeckungsgrades mittels Durchflusszytometrie hat sich fiir eine Routine
Untersuchung als zu stéranfillig erwiesen. So kam es wahrend der Messung sehr héufig zu
Verstopfung der Probenzufuhr oder der Diise, so dass die Analyse verworfen werden musste.
Hier konnte eine Vergrofserung des Schlauchs zur Probenzufuhr oder die Verwendung einer
grofseren Diise fiir Abhilfe schaffen; allerdings sind bisher nur Diisendurchmesser bis 400 pm
von den FACS-Herstellern verfiigbar. Fine Analyse von Microcarriern mittels Durchflusszyto-

metrie wiirde somit von der Verfiigharkeit grofferer Diisendurchmesser anhéngen.

7.3.3 Bioreaktor-Microcarrier Kultivierung

Die Kultivierungen im Bioreaktor haben keine Ergebnisse iiber den Bedeckungsgrad der Mi-
crocarrier geliefert. Es hat sich gezeigt, dass das Medium einen entscheidenden Einfluss auf
den Erfolg der Bioreaktor-Kultivierung hatte. Wahrend der Kultivierung in RPMI 1640-Me-
dium konnte kein Bewuchs der Microcarrier festgestellt werden. Dies ist zum Einen auf den
geringen Anteil von bivalenden Kationen im Medium, zum Anderen auch auf das grofiere
Volumen zuriickzufithren. Microcarrier und Zellen benotigten wihrend des Invervallrithrens
langer, um auf den Boden des Reaktors abzusinken.

Bei der zweiten Kultivierung wurde auf DMEM umgestellt. Der hohere Anteil an bivalenten
Kationen bewirkte, dass die Zellen sich sehr schnell an Oberfichen angesiedelt haben. Der
Reaktor war bei Abbruch des Versuchs vollstdndig mit Zellen bewachsen.

Um einen besseren Bewuchs der Microcarrier zu erreichen miisste fiir die folgenden Versuche
ein anderes Medium verwendet werden (z. B. DMEM /RPMI 1640-Gemisch). Weiterhin kénnte
wahrend des Intervallriihrens ein geringeres Volumen eingesetzt werden, so dass die Zellen
und Microcarrier schneller absinken und somit eine schnelle Anhaftung erreicht wird. Um ein
anhaften der Zellen an die Metallflachen des Reaktors zu verhindern miissten diese mit Silikon

beschichtet werden.
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8 Zusammenfassung und Ausblick

Die Durchflusszytometrie hat als Analysensystem in Medizin und Biotechnologie stark an
Bedeutung gewonnen; dabei wird hauptsichlich auf routineméafige Analysemethoden zuriick-
gegriffen. In dieser Arbeit wurden neue Messmethoden etabliert und bestehende erweitert.
Dabei wurden neue Messmethoden etabliert mit deren Hilfe die Ablagerung von Biomolekii-
len an anorganischen Stoffen und der Bedeckungsgrad von Microcarriern gemessen werden
konnte. Messmethoden fiir Sduger- und Hefezellen wurden erweitert, so dass Verdnderungen
der Zellen zeitaufgelost detektiert werden konnten. Die Verwendung des FACS wurde zur
Anreicherung von Maus-Stammzellen verwendet. Die fiir nachfolgende Experimente notwen-
dige Reinheit von iiber 90 % pluripotenter Stammzellen konnte somit erreicht werden. Im

Folgenden werden die wichtigsten Ergebnisse der einzelnen Kapitel herausgestellt.

DNA-Bindungsstudien an Hydrotalcit

In der vorliegenden Arbeit wurde das Bindungsverhalten von DNA an Hydrotalcit untersucht.
Beim Vergleich der statischen Kapazitatsmessungen mittels Photometrie mit den durchfluss-
zytometrischen Messungen konnte gezeigt werden, dass die Durchflusszytometrie fiir die Ad-
sorptionsmessung von fluoreszenzmarkierter DNA an Hydrotalcit geeignet war. Zur Erfassung
der schnellen Bindungsvorgénge in einem Zeitfenster von 300 s wurde zunéchst eine Messappa-
ratur entwickelt, die es ermdglichte, in der laufenden Messung Analyten in die Hydrotalcitsus-
pension zu geben. Nach Bestimmung der relevanten Laufzeitparameter wurde durch Zugabe
von fluoreszenz-markierter DNA zu einer Hydrotalcit-Suspension sowohl die Bindungszeit als
auch die relative gebundene Menge an DNA fiir zwei Hydrotalcite bestimmt. Es hatte sich
gezeigt, dass sowohl die Vorbehandlung durch Calcination als auch das Alter des eingesetz-
ten Materials einen starken Einfluss auf das Bindungsverhalten von DNA an Hydrotalcit
hat. Somit war es moglich, Aussagen tiber das Bindungsverhalten von DNA an verschiedene

Hydrotalcite zu machen.

Messung oszillierender Hefen

Synchrone Saccharomyces cerevisiae-Kulturen wurden iiber einen Zeitraum von mehreren auf-
einanderfolgenden Oszillationen durchflusszytometrisch untersucht, um die biochemischen Ver-
dnderungen wihrend der Oszillation zu bestimmen. Die Analyse der Zellzyklusphasen ergab ei-
ne gute Korrelation mit der CO2-Abgas-Messung und zeigte fiir die erste Hefe-Kultivierung ein
hohes Maft an Synchronitdt. Durch die Verwendung des Lipid-Fluoreszenzfabstoffs BODIPY,
der gegeniiber anderen Lipidfarbstoffen, wie z.B. Nil Rot, eine hohere Sensitivitdt aufweist,
war eine verbesserte Lipidanalyse moglich. Die Analyse des Gesamtproteingehalts ergab einen
asynchronen Verlauf zwischen der BioView- und durchflusszytometrischen-Messung, was ver-
mutlich auf die unterschiedlichen Messverfahren zuriickzufiihren war. Die Identifizierung von

Einzelzellen mittels Durchflusszytometrie zeigte eine gute Korrelation mit den Ergebnissen
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der in-situ-mikroskopischen Analyse. Durch die Kombination der durchflusszytometrischen
Ergebnisse mit den Ergebnissen der Metabolitenanalyse (Glucose, CO2-Gehalt des Abgas)
war es moglich, ein mathematisches Modell zu entwickeln, mit dem das Oszillationsverhalten

modelliert werden konnte.

Gewinnung von pluripotenten Stammzellen

Durch Transplantation von Stammzellen des Knochenmarks in einen durch Herzinfarkt ab-
gestorbenen Herzmuskel kann die Regeneration induziert werden. Dazu wurde Maus-Kno-
chenmark isoliert und durch FACS die pluripotenten Stammzellen angereichert. Hier hat sich
gezeigt, dass die Wahl des Sortiermodus einen entscheidenden Einfluss auf die Viabilitdt der
Zellen hat. Eine verringerte Analysenfrequenz steigert zwar die Reinheit der sortierten Zel-
len, jedoch verringert die lange Sortierdauer die Viabilitdt der Zellen. Nach Transfektion der
Zellen mit einem eGFP-Gen wurden sie erneut aufgereinigt. Hier zeigte sich, dass durch die
Verringerung der Analysenfrequenz auf einen Anreicherungsschritt verzichtet werden konn-
te. Nach Transplantation der Zellen in Empféngerméause konnten diese in dem nekrotischen
Gewebe des Herzmuskels lokalisiert werden. Fiir weitere Informationen sei auf die laufende

Dissertation von D. Kotlarz (MH-Hannover) verwiesen.

In-vitro-Testung neuartiger Wirkstoffe

Zunachst wurde ein etablierter In-vitro-Toxizitdtstest erweitert, so dass es moglich war, die
Reaktion der Zellen auf die Testsubstanzen in zeitlicher Abhéngigkeit zu iiberwachen. Hierbei
zeigte sich, dass bereits die Vorkultur der Zellen einen starken Einfluss auf das Messergebnis
haben konnte; dementsprechend wurde auf den Einsatz von Antibiotika verzichtet. Mithilfe
des Resazurin-Tests war es moglich, die Wirkung der eingesetzten Wirkstoffe detaillierter
zu untersuchen. Die sonst iibliche Anwendung des Resazurin-Tests trifft lediglich Aussagen
iiber die Viabilitdt der Zellen. Durch die kinetische Messung konnte die Vitalitdt der Zellen
untersucht werden. Fine Unterscheidung zwischen méannlichen und weiblichen Zellkulturen
ergab, dass Zellen gleicher Herkunft eine ungleiche Antwort auf die Testsubstanzen zeigten;
eine Vorhersage der zu erwartenden Inhibierung bei gegebener Herkunft eines Tumors bzw.

Zelllinie konnte nicht getroffen werden.

Weiteren Aufschluss iiber die Wirkungsweise der Testsubstanzen haben, nach Feststellung
der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung, durchflusszytometrische Messungen des Zellzyklus
und des Apoptose/Nekrose-Verhéltnis gegeben. Die Zellzyklus Messungen haben gezeigt, dass
Ratjadon und Callystatin eine Gi-Phasen Arretierung auf die Zellen bewirken, wohingegen
JJ34 die Zellen in der Go-Phase des Zellzyklus arretiert. Dieses Phanomen ist vermutlich
darauf zuriickzufiithren, dass die Zellen bei vorliegender Schidigung den Zellzyklus an den
Restriktionspunkten in der Gi- und Go-Phase stoppen konnen. Es hat sich gezeigt, dass die
Wirkstoffe mit der hochsten Wirksamkeit (Ratjadon, JJ34) ein Apoptose-auslosendes Poten-
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tial aufweisen. Die Apoptose-Messungen zeigten in jeder Probe nur kleine Anteile an apopto-
tischen Zellen. Dies ist auf die geringe Sensitivitdt des Annexin V-Tests zuriickzufithren. Um
eine Quantifizierung vornehmen zu kénnen, miissten mehrere Tests auf apoptotische Zellen in

Abhéngigkeit von der Zeit durchgefiihrt werden.

Entwicklung eines online Messsystems fiir Microcarrier- Kultivierungen

Die Untersuchung von grofsen Partikeln ist bereits géngige Praxis in der durchflusszytometri-
schen Analytik. Bisher beschrankte sich diese Methode jedoch auf die Messung von zellfreien
Partikeln und pflanzlichen Protoplasten. Durch die Verwendung eines FACS mit einem Diisen-
durchmesser von 400 nm war es moglich, zellbewachsene Microcarrier durchflusszytometrisch
zu untersuchen. Weitere Versuche zur Abschétzung des Bedeckungsgrades wurden mit dem In-
situ-Mikroskop durchgefiihrt. Dazu wurden verschiedene Microcarrier in Spinnerflaschen mit
der Modellzelllinie NIH-3T3 besiedelt und deren Wachstumsverhalten iiber einen Zeitraum
von 6 d beobachtet. Es hat sich gezeigt, dass unterschiedliche Faktoren fiir die erfolgreiche
Kultivierung von Sédugerzellen auf Microcarriern verantwortlich sind. Mit einer hohen Plat-
tierungseffizienz und einer hohen Zelldichte am sechsten Tag der Kultivierung haben sich die
Glas-Microcarrier als ideal fiir die Séugerzellkultivierung erwiesen. Fiir die folgenden Ana-
lysen waren diese Microcarrier jedoch nicht geeignet, da sie fiir das FACS einen zu grofsen
maximalen Durchmesser aufwiesen und die mikroskopische Beurteilung des Bedeckungsgrades
durch einen ausgeprigten Linseneffekt storten.

Durch die Wahl der PMMA-Microcarrier war es moglich, den Bedeckungsgrad der Microcar-
rier anhand des Streulicht/Fluoreszenzlicht-Verhaltnis durchflusszytometrisch zu bestimmen.
In dem resultierenden Dotplot konnten vier Populationen identifiziert werden, drei Populatio-
nen die eine ansteigende Fluoreszenzintensitit zeigten, die mit der Zelldichte auf den Micro-
carriern korrelierte; die vierte Population umfasste die in Suspension befindlichen Einzelzellen
und Zellcluster. Wahrend der Kultivierung zeigte sich eine Zunahme des Anteils an maxi-
mal bewachsenen Microcarriern bis zum fiinften Tag der Kultivierung. Ab dem fiinften Tag
nahm der Anteil an Einzelzellen bzw. Zellclustern zu. Dies war auf die verstirkte Ablosung
der Zellen von den Microcarriern zuriickzufiithren, was durch die mikroskopischen Aufnahmen
bestétigt wurde. Mithilfe dieser Methode konnte der Bedeckungsgrad schnell und reproduzier-
bar bestimmt werden. Eine quantitative Aussage iiber die Anzahl der Zellen pro Microcarrier
konnte nicht gemacht werden, da bei Durchtritt des Microcarrier die darauf befindlichen Zel-
len nur von einer Seite vom Laser bestrahlt wurden und somit nicht von jeder Zelle die gleiche
Fluoreszenzintensitit ausging.

Die Analyse mittels In-situ-Mikroskop hatte gezeigt, dass die Cytodex 1-Microcarrier fiir
eine mikroskopische Beobachtung besonders gut geeignet waren. Die Polydextrinmatrix weist
durch ihre geringe optische Dichte ein hohes Maf an Transparenz auf, was die Fokussierung

jeder Ebene ermoglichte. Durch die Grauwertanalyse von Phasenkontrast- und In-situ-Mikro-
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skop-Aufnahmen der Kultivierung mit Cytodex 1-Microcarrier konnte eine Einschétzung des
Bedeckungsgrades vorgenommen werden. Dazu wurden die Microcarrier in den Aufnahmen
isoliert und einer Grauwertanalyse unterzogen. Hier zeigte sich eine Zunahme der mittleren
Grauwerte mit zunehmendem Bewuchs, was auf die Lichtstreuung an den Zellen, besonders
an den Organellen/Einschliissen zuriickzuftihren war. Eine Quantifizierung dieser Ergebnisse,

so dass direkt auf den Bedeckungsgrad zuriickgeschlossen werden kann, steht noch aus.

Ausblick

Die Entwicklung der Durchflusszytometrie wird in Zukunft von der Verfiigbarkeit neuer Ge-
rate und Fluoreszenzfarbstoffe profitieren. Neue Geréte bieten die Moglichkeit, eine grofiere
Anzahl an Farben und mehr Zellen in kiirzerer Zeit zu messen. Die Anzahl an verfiigharen
Fluoreszenzfarbstoffen wird sich erweitern, so dass neue zelluldre Parameter direkt detektiert
werden konnen. Dies ermoglicht ein besseres Verstédndnis iiber die Produktexpression und
den Zellzustand. Dadurch kénnen Kultivierungsabléaufe besser durchgefiihrt werden, was zu

weiteren Optimierungen von biotechnologischen Prozessen genutzt werden kann.
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A.1 Abbildungen
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Abb. A.1: Absorptionswerte der In-vitro-Messungen der HCC15- und HCC366-Zelllinie fiir
die drei Wirkstoffe Callystatin, Ratjadon und JJ34 bei den angegebenen Konzentrationen.

Aufgetragen sind die absoluten Absorptionswerte

gegen die Zeit.



98

A Anhang

0,5

Absorption

c 0,4q

i)

B

a

P § 0,34

B
0,2 -
' = S s

. .,,.;FfFFF?EE‘_’Tp

B

R S
=¥

=199

0,14
LNCAP
Callystatin Callystatin
070 T T T T 1 1 T T T T 1
0 100 200 300 400 _ 500 0 100 200 300 400 _ 500
Zeit [min] Zeit [min]
—=»—0nM «~—1nM +—10 nM 100 nM +— 250 nM
0,64 0,4+
s 5
g g
g 05 g
2 2 o
0,4
. N
i o 0.24 R - - i S S S
o2 e J Tl et RS e e e e
! - A-A—A —
™ aaaaait ey
0,2 Yl RS S e :"’:'7' MEMEMEMEMEMEMEMER A
/{d{fs:::;vvv'vv y—yv-y o1
AY
01 HelLa LNCAP
Ratjadon Ratjadon
010 T T T T 1 070 T T T T 1
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500
Zeit [min] Zeit [min]
——O0nM ——1nM ——10nM —100nM —+— 250 nM
c 0,64 c 0,41
Eel Eel
= =
a 05 a
" ot - i
o«
FETEPUPEPEPERES S
Yy Y YV YY
0,14
Hela LNCAP
0,0 T T T T diad ) 0,0 T T T T 1134 1
0 100 200 300 400 _ 500 0 100 200 300 400 _ 500
Zeit [min] Zeit [min]
—+—0nM —+—10nM —+— 100 nM —+ 250 nM +— 500 nM

Abb. A.2: Absorptionswerte der In-vitro-Messungen der HelLa- und LNCAP-Zelllinie fiir
die drei Wirkstoffe Callystatin, Ratjadon und JJ34 bei den angegebenen Konzentrationen.
Aufgetragen sind die absoluten Absorptionswerte gegen die Zeit.



A Anhang 99

= 3501 Biosilon 50

= = 350+ Cytodex 1[50 =
()] ()] ()] (o))
£,3001 £ £,300 £
o r40 © o N 40 ©
< 2501 — < <2507 . = <
t2007 ¢ a4, . 8307 2001 e~ 30
A - — — » —B —_
S 1501 — > S 1501 : =)
g . 20 £ g 120 £
'c 100 5 'c 1001 5
o x . 10 o x x 10 9
50+ . x | 50+ . . x
: :
0 T T T T T 0 0 T T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 86
Zeit [d] Zeit [d]
= 350 Glas 50 = = 350 Plastik plus f 50 =
=) ) =) =) =)
E300{ . £ £.300 £
o N 40 o r40 ©
< 250 N < < 250 S .
. 500 ' = ‘ N F30 * i 2004 ) ,, - L 7.30 X
\§150- 20 2 5150 e S Y, 2
'c 100+ ‘ 5 'c 1001 . 5
o 10 @ 0] . £10 @
50 1 | 50 y
1 1 x T
0 . . . : . 0 0 . . : . . 0
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Zeit [d] Zeit [d]
= 3507 PMMA 50 =
()] ()]
E.3001 £
D e " > - 40 «©
<250 . . <
" 2001 N 130
'c 100 X 5
0] r10 &
50+ |
|
0 T T T T T 0
0 1 2 3 4 5 6
Zeit [d]

Abb. A.3: Konzentrationen der Aminoséuren Glutamin (Gln), Agrinin (Arg), Serin (Ser)
und Alanin (Ala) im Medium der Microcarrier-Kultivierungen.
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Abb. A.4: REM-Aufnahmen von normalem Sorbacid 701

Abb. A.5: REM-Aufnahmen von normalem HT-Granulat
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Abb. A.6: REM-Aufnahmen von normalem HT-Granulat
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A.2 Abkiirzungsverzeichnis

AB

Abb.

abs.

AM

Bp
BCECF-AM
BODIPY
CFDA
CFDA-AM
DAPI
DiOCq(3)
DMEM
DMSO
DNA
EtOH
FACS

FDA
FITC
FLX
FSC
HEPES
HPLC

ICs0

1

M
MACS

MCE
MeOH
mRNA
N.A.

1. 1.

NAD

Antibiotika/Antibiotikum

Abbildung

absolut

Acetoxymethylester

Basenpaare

2, 7’-bis-(2-carboxyethyl)-5-(und-6)-carboxyfluorescein-acetoxymethylester
4,4-difluoro-1,3,5,7,8-pentamethyl-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacen
Carboxyfluoresceindiacetat
Carboxyfluoresceindiacetat-acetoxymethylester
4’ 6-Diamidino-2-phenylindol, Dihydrochlorid
3,3’-dihexyloxacarbocyanin-iodid

Dulbecco’s modified eagle medium
Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid

FEthanol

Fluoreszenz aktivierender Zellsortierer
(fluorescence activated cell sorter)
Fluorescein-diacetat

Fluoresceinisothiocyanat

Fluoreszenzkanal X (im Duchflusszytometer)
Vorwirtsstreulicht (forward scattering)
N-[2-Hydroxyethyl|piperazin-N’-[2-ethansulfon Séure]
Hochleistungsfliissigkeitschromatographie
(high performance liquid chromatography)
inhibitorische Konzentration

Liter

molar

Magnetisch aktivierter Zellsortierer

(magnetic activated cell sorter)
Mercaptoethanol

Methanol

messenger RNA

nicht angegeben

nicht nachweisbar

Nicotinamid-adenin-dinucleotid
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NaOH Natronlauge /Natriumhydroxid

NKS Serum neugeborener Kélber

OPA Ortho-Phthaldialdehyd

PBS wassriger Phosphatpuffer
(phosphate buffered saline)

PI Propidiumiodid

PMMA Polymethylmethacrylat

PS Polystyrol

QY Quantenausbeute (fiir Fluoreszenzfabstoffe)
(quantum yield)

REM Raster-Elektronenmikroskop

RNA Ribonucleic acid

RNAse Ribonuklease

RPMI Roswell Park Memorial Institute (Saugerzell-Medium)

RT Raumtemperatur

S. c. Saccharomyces cerevisiae

SSC Seitwértsstreulicht (side scattering)

TAMRA,SE Carboxytetramethylrhodamin,Succinimidyl-Ester

min~! Umdrehungen pro Minute

iN iiber Nacht

X-g Xfache Erdbeschleunigung

Fiir Langen-, Massen-, Stoffmengen- und Zeitangaben werden SI-Einheiten verwendet sowie
Vorsilben fiir dezimale Vielfache und Teile der SI-Einheiten nach DIN 1301.
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A.3 Gerite

Gerit Hersteller Ort
6-Loch-Platten TPP Schweiz
96-Loch-Platten Nunclon Nunc Dénemark
Analysenwaage Analytic AC 210 S Sartorius Gottingen
autoMACS Miltenyi Biotec Bergisch-Gladbach
Bildbearbeitungssoftware Photopaint v8.369  Corel Unterschleifsheim
Cryordhrchen (1,5 ml) Nalgene USA
Deckgléaser (20-20 mm) Menzel-Gléser Braunschweig
Handi-Freeze Taylor Wharton USA
Microplate Reader Benchmark Bio-Rad Miinchen
Mikroskop BX-41 Olympus Hamburg
Mikroskop IX-50 Olympus Hamburg
Mikroskop-Digitalkamera C-4040 Olympus Hamburg
Mikroskopsoftware DP-Soft v3.2 (Build 809) Olympus Hamburg
Nylonsieb Nitex 03-80/29 Sefar Schweiz
Objekttrager SuperFrost (76-26 mm) Menzel-Glaser Braunschweig
pH-Meter 605 Metrohm Schweiz
Roller Bottles 800 cm? In Vitro USA
Sterilfilter Bottle Top Filter Nalgene USA

Vortex Mixer VM300 Gemmy Industrial Taiwan
Zellkulturflaschen Corning Inc. USA
Zentrifuge 5415C Eppendorf Hamburg
Zentrifuge Multifuge 3S Heraeus

Zentrifugenrdhchen (15, 50 ml) TPP Schweiz
Zytometerrohrchen (5 ml) Falcon USA
Kultivierung oszillierende Hefe

Abgasanalytik EGAS 2 Hartmann & Braun Frankfurt
BioView Delta Light and Optics Déanemark
Edelstahlreaktor (2 1) Eigenbau IFTC Hannover

In situ Mikroskop III-P Texys Hannover
pH-Elektrode FemProbe T635 Broadley & James USA
Sauerstoffelektrode Inpro 6000 Mettler-Toledo USA
Steuereinheit Biostat B B. Braun Biotech Melsungen
Thermoelement Pt-100 B. Braun Biotech Melsungen

Kultivierung Microcarrier
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Bio-TEM v8.22

BioMass Monitor
Edelstahlreaktor (5 1)

In situ Mikroskop III-T
pH-Elektrode Polyclave 225
Sauerstoffelektrode 341003046
Steuereinheit Biostat B
Thermoelement Pt-100
Aminosduren-HPLC
Pumpe LCP4100
Fluoreszenzdetektor RF-10AxL
Autosampler

3-Kanal Degasser
Saulenofen T-1
Datensystem Andromedar
Saule

Laufbedingungen

Flussrate

Temperatur

Detektion

Gradient

0 min

50 min

55 min

60 min

67 min

Zytometer
Epics-XL MCL
Software System-I1

LASER Wellenlinge [nm]
Argon 488

Filter

FL1 550DL <550 nm

FL2

525BP 505-545 nm
600DL 555-600 nm

Thomas Miiller-Wirts
Aber Instruments
Eigenbau IFTC
Texys

Hamilton
Mettler-Toledo

B. Braun Biotech

B. Braun Biotech

Techlab

Shimadsu

Triathlon von Spark
Sykam

Techlab

DataApex Ltd.

Hannover
England
Hannover
Hannover
Schweiz
USA
Melsungen

Melsungen

Waters Resolve C18, 5 pm, 3,9-150 mm

1 ml-min—!

30 °C

Ex: 330 nm, Em: 420 nm

100 % Eluent-A
100 % Eluent-B
100 % Eluent-B
100 % Eluent-A
100 % Eluent-A

Hersteller
Beckmann-Coulter

Beckmann-Coulter

maz. Leistung

15 mW

Ort
Krefeld
Krefeld

Hersteller
Coherent, USA
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575BP 560-590 nm
FL3 620BP 605-635 nm
DL: dichroitischer Teilerspiegel, BP: Bandpass-Filter

FACS Hersteller
FACS VantageSE BD Biosciences
Software Cell Quest Pro v3.5 BD Biosciences
LASER Wellenlingen [nm] mazx. Leistung

Enterprise II, Argon 351-364 (MLUYV), 488 MLUV: 60 mW

Filter
FL1 560DL

530BP 515-545 nm
FL2 585BP 564-606 nm
FL3 610DL

695BP 675-715 nm
F14 Split Mirror

424BP 402-446 nm
DL: dichroitischer Teilerspiegel, BP: Bandpass-Filter

Ort
Heidelberg
Heidelberg

Hersteller
Coherent, USA
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A.4 Reagenzien

Material

Align Flow, Partikel fiir UV Anregung
Amphotericin B

Apoptose Detektions Kip
Biosilon

BODIPY 493/503

Cali-Brite Beads

Crimp-Septen

Cytodex 1

DAPI

DMEM Medium Pulver
Ethidiumbromid

FITC

Glas Microcarrier

Hoechst 33342

Immersionsol

Plastic plus Microcarrier
PMMA-Microspheres
Poly-L-Lysin (> 70000 g-mol~1)
Polybead Polystyrene-microspheres
Polystyrol Partikel
Propidiumiodid

Proteinase K

RPMI-1640 Medium Pulver, ohne Phenolrot

Resazurin, Natriumsalz
Ribonuklease A

Serum neugeborener Kélber

Sytox Griin

Triton X

Trypsin, 10fach Lésung mit EDTA
Tween 20

Antikorper

Lineage cell depletion kit

FITC-konjugierter CD117 (c-kit) Antikorper
PE-konjugierter Ly-6A /E (sca-1) Antikorper

Hersteller
MoBiTec
Sigma-Aldrich
Roche Diagnostics
Nunc

MoBiTec

BD Biosciences
Chromacol
Amersham-Biosciences
MoBiTec

Gibco
Sigma-Aldrich
Fluka

Cellon S.A.
MoBiTec
Olympus

Cellon S.A.

Bangs Laboratories, Inc.

Fluka
Polycsience
Polyscience
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
PAA

MoBiTec
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Miltenyi Biotech
BD Biosciences

BD Biosciences

Ort
Gottingen
Taufkirchen
Mannheim
Déanemark
Gottingen
Heidelberg
USA
Freiburg
Gottingen
Osterreich
Taufkirchen
Deisenhofen
Luxemburg
Gottingen
Hamburg
Luxemburg
USA
Schweiz
USA
Eppelheim
Taufkirchen
Taufkirchen
Taufkirchen
Taufkirchen
Taufkirchen
Osterreich
Gottingen
Taufkirchen
Taufkirchen
Taufkirchen

Bergisch Gladbach

Heidelberg
Heidelberg
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A.4.1 Medien und Puffer

Einfriermedium
Zum einfrieren der Zellen im fliissigen Stickstoff wurde jeweils das Kulturmedium mit 10 %

DMSO versetzt.
PBS (154mM, pH 7,2-7,3)

79 g NaCl
04 g EDTA
04 g KCl
02 g KHyPO,

1,9 g NagHPOy4
in 1000 ml bidest. HoO

DMEM, 4,5 g-1"! Glucose (pH >7,2)
13,53 g DME-Pulver
3,70 g NagoCOj3
in 1000 ml bidest. HoO
1IN HCI und 1N NaOH zur pH-Wert Einstellung

RPMI-1640, 2,0g-1"! Glucose (pH >7,2)
2,0 g NayCOs

in 1000 ml bidest. HoO

1IN HCI und 1IN NaOH zur pH-Wert Einstellung

TE-Puffer (pH 8,0)
10 mM Tris-HCI
1 mM Nay-EDTA

TAE-Puffer (50fach)
2420 g  'Iris

57,1 ml konz. Essigsdaure (99 %)
100,0 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
in 1000 ml bidest. HoO

OPA-Reagenz

270,0 mg Ortho-Phthaldialdehyd (OPA)

200,0 ul  Mercaptoethanol (MCE)

mit 0,4 M Boratpuffer (pH 9,5) auf 50 ml auffiillen
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Eluent-A
13,6 g  Natriumacetat-Trihydrat
12,0 g  Natriumdihydrogenphosphat (wasserfrei)
in ca. 2 1 HoO l6sen, 5 ml 10 M NaOH zugeben und mit der NaOH auf pH 7 einstellen,
auf 2 1 auffiillen
420 ml THF
42,0 ml MeOH
Eluent-B
920 ml Hy0
1080 ml MeOH
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