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KURZFASSUNG - ABSTRACT

Für die ex vivo Expansion hämatopoetischer Zellen, einer Schlüsseltechnologie in der Krebs-
therapie, wurde im Rahmen der Arbeit ein System von Kultivierungstechniken entwickelt .
Der Festbettreaktor ermöglicht die Kultivierung hämatopoetischer Zellen in Kokultur zu-
sammen mit stromalen Zellen und immobilisiert auf porösen Mikroträgern . Dieses System
hat eine ausreichende Größe um klinisch relevante Zellzahlen zu generieren . Dazu passend
wurde der Miniatur-Schlaufenreaktor entwickelt, der im 1 mL Maßstab mit geringer Zell-
zahl parallele Experimente erlaubt . Eine stromafreie Kultivierung in Suspension ermöglicht
der neu entwickelte Suspensionsreaktor, der kontrollierte Kultivierungen in einem Volumen
zwischen 40 und 550 mL ermöglicht . Durch eine integrierte Zellrückhaltung mittels Filtrati-
on kann die Kultur auch perfundiert mit Zelldichten von über 1 . 107c/mL betrieben werden.
Für parallele Versuche im kleineren Maßstab wurde auch für die Suspensionskultur ein
miniaturisiertes System mit einem Kulturvolumen von 10 mL entwickelt . Für die Opti-
mierung der Kultivierung hämatopoetischer Vorläuferzellen konnten wichtige Erkenntnisse
gewonnen werden. Ein Einfluss der Werkstoffe, die für die Konstruktion der Kultursyste-
me verwendet wurden, konnte nachgewiesen werden . Die optimale Osmolalität konnte zu
0,31-0,32 OSmol/kg bestimmt werden . Neben den hämatopoetischen Vorläuferzellen wurden
T-Lymphozyten als Beispiel für einen ausdifferenzierten Zelltyp im neuen Suspensionsre-
aktor effektiv vorkultiviert, um dann in einem 20 L-Rührkessel eine klinisch relevante Zahl
von 2,9- 1010 Zellen zu generieren . Der neue Suspensionsreaktor konnte darüber hinaus im
klinischen Umfeld etabliert und in eine klinische Studie Phase I/II zur Krebstherapie bei
Kindern und Jugendlichen eingebracht werden . Die transfundierten Zellen aus dem Sus-
pensionsreaktor wurden von dem behandelten Patienten gut vertragen und lösten keinerlei
Abstoßungsreaktionen aus.

In this work a system of culture techniques was developed for the ex vivo expansion of
hematopoietic cells, which is of major importance in cancer therapy. For stroma dependent
cocultivation, the fixed bed reactor and the 1 mL miniaturized loop reactor allow the cul-
tivation for clinical and screening purposes, respectively. Here the cells are immobilized on
macroporous carriers . For a suspension culture a reactor was developed that has a working
volume between 40 and 550 mL. An integrated filtration allows a continuous cultivation up
to densities of 1 . 107C/mL . Finally, a small scale spinner vessel of 10 mL suspension offers
the possibility of a screening in suspended culture . Additionally, some relevant parameters
for the cultivation of hematopoietic progenitor cells were investigated . It was shown, that
the materials the cultivation systems are made of have an influence on the cultivation, but
in technical systems it is to small to be relevant . An optimal osmolality of the culture was
found at 0,31-0,32 Osmol/kg . Besides the progenitor cells, T-lymphocytes were cultivated as
an example of a more differentiated cell type . After the successful cultivation in the new
suspension reactor system, a standard 20L stirred vessel was used to obtain a clinically
relevant final cell number of 2,9 - 101° cells . The new suspension systems was used also in
a clinical study phase I/II for cancer therapy of children. Cells obtained from the reactor
were transfused to a patient, who showed no negative side effects from the therapy.
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KAPITEL 1

Einleitung

In Deutschland sterben jedes Jahr über 200 000 Menschen an einer Krebserkrankung . Das
sind etwa 25% aller Todesfälle, womit der Krebs nach den Kreislauferkrankungen die
zweithäufigste Todesursache darstellt [11] . Neue Therapieformen und gentechnische Ver-
fahren eröffnen in jüngster Zeit große Chancen in der Krebstherapie . Die Vermehrung von
blutbildenden, so genannten hämatopoetischen Zellen (vom griechischen haima = Blut und
poiesis = Produktion) außerhalb des menschlichen Körpers spielt hierbei eine Schlüsselrol-
le . Die Kultivierung dieser Zellen in einem klinischen Maßstab stellt dabei nicht nur eine
biologisch-medizinische, sondern auch eine technische Herausforderung dar . Während die
technische Entwicklung für die Kultivierung von Mikroorganismen und tierischen Zellkul-
turen heute als nahezu ausgereift gelten kann, gilt dies für die humane Zellkultur nicht .
Daher werden in diesem Bereich der medizinischen Anwendungen die meisten und bedeu-
tendsten Fortschritte bei der Entwicklung von Kultursystemen erwartet (vergleiche auch
[302]) .
Die zentrale Bedeutung des Blutes für den menschlichen Organismus ist seit jeher be-

kannt . Schon um die Wende vom 5. zum 4. Jahrhundert vor Christus wurde von den Hip-
pokratikern zum ersten Mal die Viersäftelehre (Humoralpathologie) aufgestellt, in der das
Blut zu einem der vier Grundbausteine des Menschen gezählt wird . Diese Lehre hatte bis
in das 17 . Jahrhundert Gültigkeit . Erst 1628 beschrieb WILLIAM HARVEY in seiner Schrift
�De motu cordis et sanguinis in animalibus" zum ersten Mal den großen Blutkreislauf, und
gegen Ende des 19 . Jahrhunderts begann man auch die einzelnen Blutzellen und deren
Herkunft zu erforschen [56, 202] . Trotzdem dauerte es bis in das Jahr 1990 ehe begonnen
wurde, im Rahmen klinischer Anwendungen spezielle Kultursysteme für den Erhalt und die
Vermehrung von hämatopoetischen Zellen zu entwickeln . Zu diesem Zeitpunkt waxen die
Kultivierungstechniken für tierische Zelllinien bereits im industriellen Maßstab etabliert .

Eine mögliche Erklärung, dass dieses Thema erst seit relativ kurzer Zeit ernsthaft be-
arbeitet wird, ist auch das fehlende Zusammenwachsen der einzelnen wissenschaftlichen
Disziplinen . Eine solche Interdisziplinarität war in der Wissenschaft bisher selten üblich .
Bei der Kultivierung hämatopoetischer Zellen gilt dies nicht mehr. Auch für die Lösung der
hier auftretenden ingenieurtechnischen Probleme ist es von entscheidender Bedeutung, die
Grundlagen, die Anforderungen und die Ziele aller anderen Disziplinen zu verstehen und
zu berücksichtigen . Folgerichtig entstand die vorliegende Arbeit in enger Zusammenarbeit
mit der Biologie, Chemie und Medizin .

1 .1

	

Zielsetzung und Aufbau der Arbeit

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung, Etablierung und Anwendung neuer Systeme für
die Kultivierung hämatopoetischer Zellen vor dem Hintergrund neuer krebstherapeutischer
Methoden. Vor der Entwicklung einer neuen Reaktortechnik steht die Aufgabe, den Einfluss
von Kultivierungs-Parametern zu untersuchen, die bisher nicht ausreichend beschrieben
worden sind . Damit soll die Grundlage geschaffen werden, die Kultursysteme optimal zu
konstruieren und zu betreiben .
Beim heutigen Wissensstand kann über die bevorzugte Kultivierungsstrategie von hä-

matopoetischen Zellen noch keine Entscheidung getroffen werden . Daher werden sowohl



2

Kapitel 5: Konstruktion der Kultursysteme

Kapitel 2: Theoretischer Hintergrund

Kapitel 3: Material und Methoden

Kapitel 4: Grundlegende Voruntersuchungen

Systeme für
immobilisierte Kulturen

Suspensionssysteme

Kapitel 6: Verfahrenstechnische Charakterisierung

Kapitel 8 Kultivierung primärer Zellen

Kapitel 7 : Etablierung der Kultursysteme

Kapitel 9 : NK-92 - Ein Beispiel für eine klinische Anwendung

Abbildung 1 .1 : Die Struktur der vorliegenden Arbeit

1 . Einleitung

Lösungen für eine immobilisierte Kultur, als auch für eine suspendierte Kultur vorgestellt .
Darüber hinaus gilt es neben Reaktoren in klinischem Maßstab, auch passende paralle-lisierbare Kleinsysteme zu entwickeln . Nur mit ihrer Hilfe ist es möglich, durch weitereForschungsarbeiten die Kultivierungstechnik zu verbessern.
Im Bereich der immobilisierten Kultur basiert diese Arbeit auf Vorarbeiten am Institutfür Biotechnolgie 2 der Forschungszentrum Jülich GmbH, an dem aus einer bestehenden

Wirbelschicht-Reaktortechnik ein Festbettreaktor für die Kultivierung hämatopoetischerZellen entwickelt wurde [172, 243] .
Der Aufbau der Arbeit ist in Abbildung 1 .1 gezeigt . Ausgehend von der Darstellungder Grundlagen wird ab Kapitel 5 auf Seite 73 die Entwicklung der immobilisierten undsuspendierten Systeme parallel vorgestellt . Eine Etablierung der immobilisierten Systemeist dank der vorhandenen Vorarbeiten nicht notwendig . Die Ergebnisse der Anwendungder neuen Systeme sind in Kapitel 8 auf Seite 111 dargestellt . Diese Anwendungen sollenkeine endgültigen Verfahrensoptimierungen darstellen, sondern die prinzipielle Funktions-fähigkeit demonstrieren . Das abschließende Kapitel 9 auf Seite 141 zeigt dann den Einsatzdes Suspensionsreaktors in einer klinischen Anwendung und damit ein konkretes Beispieleiner Prozessoptimierung .
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Die Expansion hämatopoetischer Zellen als verfahrenstechnisches Pro-
blem

In der Verfahrenstechnik beschäftigt man sich mit Entwurf, Planung und Betrieb von Ver-
fahren und Anlagen der Stoffumwandlung . Ein Teilbereich, der immer mehr an Bedeutung
gewinnt, ist die Bioverfahrenstechnik . Hier bedient man sich biologischer Hilfsmittel für die
Stoffumwandlung, die entweder durch ganze Mikroorganismen oder Zellen, oder mithilfe
von isolierten Enzymen stattfinden kann . Die lebenden Organismen sind in der Lage, sehr
viele einzelne Umwandlungsschritte durchzuführen und zu koordinieren . Besonders Säuge-
tierzellen können sehr komplexe, hochmolekulare Stoffe, wie zum Beispiel Antikörper oder
glykosylierte Proteine, aus niedermolekularen Nährstoffen generieren . Eine Besonderheit
ergibt sich aus der Möglichkeit der Zellen, sich selbst zu replizieren . Die Expansion, das
heißt Vermehrung von Zellen, ist eine spezielle Form der Stoffumwandlung von niedermole-
kularen Stoffen in die Biomasse der Zellen (Abbildung 2 .1) . Dies gilt auch für die Expansion
hämatopoetischer Zellen .
Durch die Fortschritte in der Medizin und Biologie wird die ex vivo Expansion (ex vivo

= außerhalb des Körpers) von immer größerem praktischen Interesse und dadurch zum
konkreten technischen Problem. Die Verfahrenstechnik der Kultivierung hämatopoetischer
Zellen hat die Aufgabe, eine solche Vermehrung von Zellen im klinischen Maßstab zu rea-
lisieren . Die Aufgabenstellung ist besonders komplex, weil hier die Stoffumwandlung von
Nährstoffen in Biomasse von vielen entweder stark variierenden oder unbekannten Faktoren
abhängt . Die Variationen erklären sich aus der Tatsache, dass es sich um Primärzellen han-
delt, also Zellen von individuellen Menschen . Diese sogenannte Spendervariabilität ist nicht
nur ein biologisches Problem, sondern auch eine wichtige Randbedingung für die technische
Umsetzung. Die unbekannten Einflussfaktoren beruhen auf dem heute noch mangelhaften
Verständnis der Zellen . Viele wichtige Faktoren, wie beispielsweise verschiedene Zytokine

Zellkulturtechnik

Verfahrenstechnik
für die Kultivierung
hämatopoetischer Zellen

KAPITEL 2

Problemstellung

Stoffumwandlung

Stoffumwandlung mit lebenden
Organismen oder isolierten Enzymen

Stoffumwandlung mit höheren Zellen

Stoffumwandlung zu hämatopoetischen
Zellen (Produktion von Biomasse)

Abbildung 2.1 : Die Kultivierung von hämatopoetischen Zellen in der Verfahrenstechnik
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Abbildung 2.2 . Das Zusammenwirken von hämatopoetischen Zellen und Stroma

oder der Sauerstoffpartialdruck, sind aber bereits bekannt, und schon jetzt wird deutlich,
wie vielschichtig die Vorgänge des Systems der menschlichen Blutbildung sind . Verfah-
renstechnische Methoden bieten neben der eigentlichen technischen Umsetzung auch neue
Möglichkeiten, die Einflüsse verschiedener Kultivierungsparameter zu untersuchen.

Die konkrete verfahrenstechnische Aufgabe ist ein gleichzeitiger Scale-up und Scale-
down . Auf der einen Seite ist es wegen der geringen Zahl an Zellen, die für die Kul-
tivierung zur Verfügung stehen, nicht möglich, auf Standardtechniken, insbesondere der
tierischen Zellkultur, zurückzugreifen. Um eine kontrollierte Kultur zu ermöglichen, muss
daher auch eine kontrollierte Reaktortechnik in vergleichsweise kleinstem Maßstab ent-
wickelt werden . Auf der anderen Seite stammen die meisten Ergebnisse der Hämatologie
aus Laborversuchen im Milliliter-Maßstab . Diese Ergebnisse gilt es auf klinisch relevante
Größe zu übertragen . Essenzielle Grundlage jedes anwendungsorientierten Ansatzes ist je-
doch das Wissen und Verständnis über die Vorgänge im hämatopoetischen System. Die
Kenntnis der biologischen Zusammenhänge ist ein wichtiger Schlüssel für die technische
Lösung, weshalb zunächst der biologische Hintergrund der Problemstellung erläutert wird,
bevor die technischen Aspekte vorgestellt werden .

Die Hämatopoese, also die Blutbildung, findet im erwachsenen Menschen hauptsächlich
im roten Knochenmark statt. Dieses befindet sich in den großen Röhrenknochen, dem
Beckenkamm und dem Schädelknochen [283] . Die hämatopoetischen Zellen liegen hier in
einem Bindegewebe, das als Stroma (griechisch für Bett) bezeichnet wird . Stroma besteht
aus verschiedenen Zelltypen (Fibroblasten, Endothelzellen, Adipozyten, Makrophagen und
anderen) und extrazellulärer Matrix (einer Mischung aus Faserproteinen, wie Kollagen,
Laminin und Fibronektin, und Glykosaminoglykanen) [272, 299, 275] . Die Interaktionen
zwischen hämatopoetischen Zellen, stromalen Zellen und Extrazellulär-Matrix sind extrem
vielfältig und in Abbildung 2.2 angedeutet (vgl . auch [158] oder [51]) . Innerhalb des Kno-chenmarks findet die komplette Reifung neuer Blutzellen statt, die dann in die Blutbahn
übergehen . Eine Ausnahme bilden hier die T-Lymphozyten, die in einem unreiferen Stadi-um das Knochenmark verlassen und im Thymus heranreifen.
Bei der embryonalen Entwicklung findet die Blutbildung zunächst nicht im Knochen-
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Abbildung 2.3 : Das hämatopoetische System

mark, sondern in Leber und Milz statt . Erst während der Embryogenese und nach der
Geburt wandern die hämatopoetischen Zellen in das Knochenmark [255] .

2 .2 .2

	

Aufbau des hämatopoetischen Systems

Das hämatopoetische System ist trotz intensivster Bemühungen bislang noch nicht voll-
ständig bekannt . Dies liegt einerseits an der hohen Komplexität der Interaktionen der
hämatopoetischen Zellen mit sich selbst und mit anderen Zellen des menschlichen Orga-
nismus, zum anderen an den immer noch mangelhaften Möglichkeiten, einige Zelltypen des
Systems sicher zu identifizieren .

Die heutige Vorstellung ist in vereinfachter Form in Abbildung 2.3 dargestellt . Aus einer
relativ kleinen Zahl von Stammzellen gehen alle blutbildenden Zellen und reifen Blutzellen
hervor . Die Stammzellen werden daher als totipotent bezeichnet . Prinzipiell unterscheidet
man zwei große Richtungen der hämatopoetischen Zellentwicklung, die lymphoide (�lym-
phozytenähnliche") und die myeloide (�knochenmarkähnliche") Reihe . Durch Proliferation
und Ausdifferenzierung der Stammzelle entstehen die sehr frühen Vorläuferzellen, auch frü-
he Progenitoren genannt, die nicht mehr in alle Zelltypen differenzieren können . Man nennt
sie daher pluripotent . Je weiter die Proliferation und Reifung fortschreiten, umso mehr wer-
den die Möglichkeiten, in die verschiedenen Richtungen auszudifferenzieren, eingeschränkt .
Ab einer gewissen Stufe sind die Zellen vollständig auf einen bestimmten Zelltyp festge-
legt, zu dem sie endgültig heranreifen . Die Ausdifferenzierung ist ein fließender Prozess .
Die Differenzierungs-Stufen, dargestellt in Abbildung 2.3, sind daher weniger als distink-
te Stufen der biologischen Vorgänge zu verstehen, sondern vielmehr als Einteilungen, die
durch die Möglichkeiten der Analyse der Zellen bedingt sind .



Tabelle 2.1 : Reife Blutzellen, ihre Aufgabe, Anzahl im Blut und Lebensdauer (nach [2])
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Phänotypisierung der Zellen

2. Theoretischer Hintergrund

Die Blutzellen haben im Organismus vielfältige Aufgaben, sind aber in die Katego-
rien Transport (Erythrozyten), Wundschutz (Thrombozyten) und Abwehr (zum Beispiel
Lymphozyten, natürliche Killer (NK)-Zellen, Granulozyten, Makrophagen) einzuteilen (Ta-
belle 2.1) .
Die reifen Blutzellen lassen sich relativ gut anhand ihres Phänotypus charakterisieren .

Vorläuferzellen können phänotypisch nur unzureichend beschrieben werden, weshalb zur
eindeutigen Identifizierung biologische Assays notwendig sind. In der myeloiden Reihe un-
terscheidet man zwischen verschiedenen koloniebildenden Vorläuferzellen, Colony-Forming
Cell (CFC) oder Colony-Forming Unit (CFU) genannt, die in Tabelle 2.2 auf der nächsten
Seite dargestellt sind . Eine Sonderbezeichnung erhält hier eine Erythrozytenvorläuferzel-
le, die so genannte Burst-Forming Unit-Erythroid (BFU-E) . Noch frühere Zellen sind die
Cobblestone Area Forming Cells (CAFC), die Long Term Culture-Initiating Cells (LTC-IC)
und die Mouse Repopulating Cells (MRC) . Abbildung 2.4 auf der nächsten Seite zeigt die
einzelnen detektierbaren Einteilungen der Ausdifferenzierung . Eine genauere Beschreibung
der einzelnen Assays findet sich in Abschnitt 3 .5.3 auf Seite 43 .

Während sich ausgereifte Zellen vielfach schon an ihrem optischen Erscheinungsbild iden-
tifizieren lassen, ist dies bei Vorläuferzellen nicht möglich. Eine Analyse der Oberflächen-
moleküle der Zellen bietet die Möglichkeit, auch Vorläuferzellen zu phänotypisieren . Die
meisten Bezeichnungen dieser Moleküle sind international in der Cluster of Differenti-
ation (CD)-Nomenklatur normiert . Es können auf diese Weise jedoch keine Aussagen über
die biologische Funktionalität von Zellen gemacht werden, weshalb sich die biologischen

Zelltyp Hauptfunktion Konzentration
im Blut [c/nlL]

Lebensdauer
-

NK-Zellen Abtötung von Virus-infizierten 1105 7-500 Tage

Zellen und eigenen Tumorzel-
len (antigenunabhängige Im-
munantwort)

T-Lymphozyten Zellvermittelte Immunität 1-106 7-500 Tage
(antigenspezifische Immunant-
wort)

B-Lymphozyten Produktion von Antikörpern 2 - 106 unbekannt
(antigenspezifische Immunant-
wort)

Basophile Granulozyten Immunabwehr parasitärer In- 4 - 104 wenige Stunden
fektionen

Eosinophile Granulozyten Zerstörung größerer Parasiten 2 . 105 3-8 Stunden
und Modulation allergischer
Reaktionen

Neutrophile Granulozyten Phagozytose und Zerstörung 5 . 106 6-9 Stunden
einwandernder Bakterien

Monozyten Werden in Geweben zu Malcro- 4 . 10 5 3-6 Tage
phagen, die beschädigte Zellen
und Bakterien phagozytieren

Thrombozyten Blutgerinnung 3 . 10 8 1 Woche
Erythrozyten Transport von 02 5-101 4 Monate
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Tabelle 2 .2 : Koloniebildende Zellen und die zugehörigen ausdifferenzierten Blutzellen

Koloniebildende Vorlduferzelle

	

Ausdifferenzierte Blutzelle

BFU-E
CFU-E
CFU-GEMM
CFU-GM
CFU-G
CFU-M
CFU-Meg
CFU-Eo
CFU-Ba

Zelltyp
Hdmatopoetische Vorläuferzellen
T-Lymphozyten
B-Lymphozyten
NK-Zellen

Erythrozyten
Erythrozyten
Granulozyten, Erythrozyten, Megakaryozyten und Monozyten
Granulozyten und Monozyten
Granulozyten
Monozyten
Megakaryozyten
Eosinophile Granulozyten
Basophile Granulozyten

zunehmende Ausdifferenzierung

geringere Ausdifferenzierung

-1 rr » -0 10 10

totipotente pluripotente MRC

	

LTC-IC CAFC
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Abbildung 2.4 : Die detektierbaren Zellen der myeloiden Reihe

Assays nicht ersetzen lassen . An den Oberflächenmolekülen können nur mehr oder weni-
ger große Subpopulationen identifiziert werden. Je weiter eine Zelle ausdifferenziert, um so
größer ist die Zahl der bekannten Oberflächenmoleküle. Auf Monozyten sind zum Beispiel
weit über 50 Oberflächenmoleküle bekannt (siehe auch [8]) .
Das wichtigste Oberflächenmolekül im Rahmen dieser Arbeit ist CD34 [130] . Es befindet

sich aufetwa 1 % der hämatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark [126] und wird als der
allgemeine Marker der frühen Vorläuferzellen angesehen. Eine Aufreinigung einer Zellpopu-
lation auf frühe Vorläuferzellen wird deshalb auch anhand des CD34-Oberflächenmoleküls
durchgeführt . Eine Liste aller relevanten Oberflächenmoleküle dieser Arbeit ist in Tabel-
le 2 .3 dargestellt .

Tabelle 2.3 : Relevante Oberflächenmoleküle ausgewählter hämatopoetischer Zelltypen

Oberflächenmoleküle
CD34, CD45
CD3, CD4, CD8
CD19
CD16, CD56
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Die Definition der Stammzelle

Die hämatopoetische Stammzelle ist bis heute nicht detektierbar . Sie ist vielmehr eine
allgemein anerkannte Definition . Da bekannt ist, dass die detektierbaren Vorläuferzellen
und die daraus hervorgehenden reifen Blutzellen nur eine begrenzte Lebensdauer haben
(siehe Tabelle 2.1 auf Seite 6), die Zahl der reifen Blutzellen aber ein Menschenleben
lang durch das hämatopoetische System konstant gehalten wird, muss es eine Quelle für
neue Zellen geben. Die Zellen, die diese Quelle darstellen, müssen demnach fähig sein,
sich ohne Ausdifferenzierung zu teilen . Zusätzlich müssen sie in der Lage sein, in sämtliche
Blutzelltypen auszudifferenzieren . Zellen mit diesen Fähigkeiten, also sich selbst erneuernde
totipotente Zellen, sind als Stammzellen definiert [179] .

In welcher Weise die Selbsterneuerung und Ausdifferenzierung der Stammzelle stattfin-
det, kann nur spekuliert werden (Abbildung 2.5 auf der nächsten Seite) . Die eine Möglich-
keit ist, dass bei der Teilung der Stammzelle eine Tochterzelle als Stammzelle verbleibt,
während die andere Tochterzelle beginnt, auszudifferenzieren . Durch eine solche asymmetri-
sche Teilung bliebe die Population von Stammzellen im Körper zahlenmäßig in jedem Falle
konstant . Eine andere Möglichkeit besteht darin, dass sich die Stammzelle teilt und bei-
de Tochterzellen zunächst Stammzellen bleiben . Einzelne Stammzellen müssten dann auf
einen Stimulus hin beginnen, auszudifferenzieren . Bei dieser symmetrischen Teilung wäre
eine Steuerung des Vorganges notwendig, um immer eine ausreichende Zahl von Stammzel-
len beizubehalten . Welche dieser Möglichkeiten dem Verhalten der Stammzelle entspricht,
ist noch nicht nachgewiesen . Es ist bekannt, dass schon 10 000 Stammzellen in der Lage sind
in Organismen ein zerstörtes hämatopoetisches System wiederherzustellen [35] . Aus diesem
Grund ist es wahrscheinlicher, dass eine symmetrische Teilung möglich ist . Die Frage hat
auch praktische Relevanz . Will man eine ex vivo Vermehrung der Stammzellen erreichen,
ist es erforderlich, dass den Zellen die symmetrische Teilung offen steht, anderenfalls ist be-
stenfalls eine Erhaltung der Zahl von Stammzellen realisierbar . Fraglich bleibt auch, ob die
Stammzelle nach der obigen Definition überhaupt einen einzelnen Zelltypus darstellt oder
vielmehr eine heterogene Gruppe von Zellen . So ist beispielsweise bis heute umstritten, ob
die Stammzellen den Oberflächenmarker CD34 tragen oder nicht [14, 69, 188, 187, 238] .
Die widersprüchlichen Resultate deuten sehr darauf hin, dass es sowohl CD34-positive,
wie negative Stammzellen gibt . Demnach wäre die Stammzellpopulation in jedem Falle
heterogen .

2 .2.5

	

Das Potenzial des Systems

2. Theoretischer Hintergrund

Das Vermehrungspotenzial einer sich ausdifferenzierenden Zelle ist enorm . So können auseinzelnen CFC in zwei Wochen über 10 000 (>213) terminal ausdifferenzierte Zellen ent-stehen [55] . Diese große Vermehrungsfähigkeit ist zwingend notwendig, wenn man die be-grenzte Lebensdauer der ausdifferenzierter Zellen berücksichtigt (Tabelle 2.1 auf Seite 6) .In einem gesunden Erwachsenen müssen täglich etwa 400 Milliarden ausdifferenzierte Blut-zellen ersetzt werden [126] . Im Falle einer Störung des Gleichgewichts, wie zum Beispielbei einem starken Blutverlust, kann diese Zahl noch beträchtlich steigen . Im Falle der Ery-thropoese, der Bildung roter Blutkörperchen, kann sich bei Bedarf die Zellproduktion biszu einem Faktor 30 erhöhen [58] .
Es ist ansatzweise möglich, die Leistungen des hämatopoetischen Systems zu charakteri-sieren . Das Gesamtvolumen des roten Knochenmarks beträgt etwa 1,4 Liter [283], bei einerDichte der hämatopoetischen Zellen von ca . 3 - 9 - 108c/mL [58] . Ein Erwachsener verfügtüber fast fünf Liter Blut, womit jedem Milliliter Knochenmark etwa 3,5 mL Blut gegen-überstehen. Aus dem täglichen Bedarf von hämatopoetischen Zellen errechnet sich so eine
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Abbildung 2 .5 : Die beiden prinzipiellen Möglichkeiten einer Teilung der Stammzelle

Verdoppelungszeit der Gesamtzellzahl im Knochenmark von etwa zwei Tagen. Damit ist
das hämatopoetische das am schnellsten proliferierende System des menschlichen Körpers
[126] .
Man geht weiterhin davon aus, dass nur weniger als 106 der hämatopoetischen Knochen-

markzellen zu den Stammzellen gezählt werden können [58] und über 90 % der Stammzellen
ruhen, sich also in der GO-Phase befinden [126] . Setzt man auch hier eine Verdopplungs-
zeit von zwei Tagen für eine Stammzelle an, ergibt sich, dass sich aus einer einzelnen
Stammzelle etwa 107 reife Blutzellen entwickeln können . Somit besteht der durchschnittli-
che Ausdifferenzierungs-Prozess aus zirka 23 Teilungen .
Der Vorgang der Ausdifferenzierung der CFC wurde oben mit nur 13 Teilungen beschrie-

ben. Die Entwicklung von der Stammzelle zur CFC umfasst also ungefähr 10 Teilungen .
Die Ausdifferenzierungs-Vorgänge der CFC sind relativ gut untersucht, die von der Stamm-
zelle zur CFC sind dagegen fast unbekannt . Der unbekannte Teil der Differenzierung macht
also über 40 % aus, was das Ausmaß der Unwissenheit über das hämatopoetische System
verdeutlicht .

Neben den in Abbildung 2.2 auf Seite 4 genannten Interaktionen zwischen den hämatopoe-
tischen Zellen und der Extrazellulär-Matrix beziehungsweise den stromalen Zellen spielen
Wachstumsfaktoren, die so genannten Zytokine, eine Schlüsselrolle in der Regulation des
hämatopoetischen Systems . Zytokin ist ein relativ weiter Oberbegriff für eine Gruppe von
Peptiden . In vivo (= im lebenden Organismus) sind sie relativ kurzlebig und können so-
wohl stimulierende als auch hemmende Wirkung haben . Sie werden von stromalen und
hämatopoetischen Zellen, aber auch von Zellen ganz anderer Gewebe des Körpers gebildet
und sind bereits im piko- oder nanomolaren Bereich wirksam [84] . Die 'Kennlinie zwischen
stimulierenden und inhibierenden Faktoren ist dabei nicht scharf zu ziehen . Viele Zytokine
haben sowohl stimulierende als auch inhibierende Eigenschaften . Teilweise hängt dies nicht
nur davon ab, welcher Zelltyp angesprochen wird, sondern auch von der Konzentration .
Dasselbe Zytok in, das zum Beispiel in geringer Konzentration stimuliert, kann in höhe-
ren Konzentrationen inhibierend wirken . Hinzu kommt, dass viele Wachstumsfaktoren ein
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synergistisches Zusammenwirken zeigen . Jeder Faktor für sich stimuliert danach wenig,

zusammen ergeben sich aber starke Wirkungen auf die Zellen [291] . Beispiele sind die syn-

ergistischen Eigenschaften von FLT-3 Ligand (FL) und Stein Cell Factor (SCF) [61] oder

die von Interleukin-1 (IL-1) und Interleukin-3 (IL-3) [153] . In Abschnitt 3.2 auf Seite 36

wird noch einmal auf die Zytokine, die in dieser Arbeit eingesetzt wurden, eingegangen .

Soviel heute über einzelne Wirkungen von Einflussfaktoren, wie Zytokinen, Stroma und

extrazellulärer Matrix bekannt ist, so wenig kann über das Zusammenspiel dieser Faktoren

im System der Hämatopoese gesagt werden . Bis heute gibt es keine umfassenden Untersu-

chungen, die die (Wechsel-)Wirkungen der verschiedenen Einflüsse als Ganzes betrachten

und so ein geschlossenes Bild der Regulation ermöglichen . Daher ist es auch noch nicht

gelungen, ein funktionsfähiges mathematisches Modell der Hämatopoese aufzustellen . Die

Bemühungen um eine Modellbildung werden in Kapitel A auf Seite 185 genauer betrachtet .

2.3

	

Gewinnung hämatopoetischer Zellen

2.3.1 Primärmaterial

2 . Theoretischer Hintergrund

Ein Grund für das große therapeutische Potenzial der hämatopoetischen Zellen ist die re-

lativ leichte Möglichkeit, primäres, das heißt von einem Spender stammendes, Zellmaterial

zu gewinnen . Dadurch ist zum einen die klinische Anwendung erleichtert, insbesondere

kann aber auch sichergestellt werden, dass genügend Material für die Forschung und Ent-

wicklung zur Verfügung steht . Prinzipiell gibt es drei Quellen, aus denen Primärmaterial
gewonnen werden kann, direkt aus dem Knochenmark, aus dem peripheren Blutkreislauf
und aus der Nabelschnur eines neugeborenen Kindes .

2.3.1.1 Knochenmark

Das Knochenmark als Ort der Hämatopoese ist eine offensichtliche Quelle für blutbil-
dende Zellen. Bei der Gewinnung primären Knochenmarks werden zudem nicht nur die
hämatopoetischen Zellen, sondern auch das Stroma des Spenders gewonnen . Hierzu wird
durch mehrfache Aspiration mit einer Nadel das Knochenmark aus dem Beckenkamm des
Spenders entnommen, was unter Vollnarkose stattfindet [163] . Diese Prozedur ist auch der
Hauptnachteil der Knochenmarkspende, es gibt nur wenige freiwillige gesunde Spender .
Der Vorteil liegt in der großen Zahl an Zellen, die man erhält und darin, dass man neben
den hämatopoetischen Zellen auch das Stroma des Spenders gewinnt .

2 .3 .1.2

	

Peripheres Blut

Im Blutkreislauf des Menschen befinden sich üblicherweise nur reife Blutzellen . Die Vorläu-
ferzellen und besonders die Stammzellen halten sich im Knochenmark auf. Eine normale
Blutspende ist daher nur eine Möglichkeit zur Gewinnung von reifen Zellen, wie zum Bei-
spiel Lymphozyten . Möchte man Stamm- und Vorläuferzellen gewinnen, so müssen diese
Zellen vor der Blutentnahme stimuliert werden, vom Knochenmark in den Blutkreislauf zu
wandern . Diesen Vorgang nennt man Mobilisierung. Dabei werden dem Spender geringe
Dosen von Chemotherapeutika, Wachstumsfaktoren, wie Granulocyte Colony-Stimulating
Factor (G-CSF) oder Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) oder
Mischungen aus beiden verabreicht . Diese Gabe führt dazu, dass Stamm- und Vorläufer-
zellen für eine gewisse Zeit in den Blutkreislauf übergehen . Die Zellen siedeln sich danach
wieder im Knochenmark an. Dieses Phänomen wurde zuerst bei Patienten nach Chemothe-
rapien beobachtet [226] - der genaue Mechanismus konnte jedoch bis heute nicht geklärt
werden [265] .
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Während dieser mobilisierten Phase können die frühen Zellen mithilfe einer Leukapherese
entnommen werden . Bei der Leukapherese wird dem Spender ein Bypass an eine Vene
gelegt . Das Blut wird in dem Bypass aufgetrennt in eine Fraktion aus Leukozyten und eine
Fraktion aus Erythrozyten und Plasma . Letztere wird zum Spender zurückgeführt . In der
Leukozytenfraktion, dem Leukaphereseprodukt, sind dann die frühen Zellen enthalten . Um
ausreichende Mengen von Progenitorzellen zu erhalten (1 - 8 . 106 CD34+-Zellen pro kg
Körpergewicht des Patienten), muss eine Leukapherese durchschnittlich an drei aufeinander
folgenden Tagen wiederholt werden [265] .
Der operative Eingriff ist wesentlich geringer als bei der Knochenmarksspende, weshalb

die Leukapherese bei Patienten meistens die Methode der Wahl ist . Freiwillige Spender
gibt es aber auch hier nur wenige.

2.3.1 .3 Nabelschnurblut

Die dritte mögliche Quelle von Stamm- und Vorläuferzellen ist das Blut der Nabelschnur-
vene und der Plazenta bei neugeborenen Kindern . Wie im Abschnitt 2 .2.1 auf Seite 4
erwähnt, hat sich die Blutbildung zum Zeitpunkt der Geburt noch nicht vollständig in das
Knochenmark verlagert . Daher ist das periphere Blut von Neugeborenen reich an Stamm-
und Vorläuferzellen . Eine Tatsache, die zuerst 1974 beschrieben wurde [110] . Nach dem
normalen Abklemmen der Nabelschnur bei der Geburt kann durch Punktion der Nabel-
schnurvene und der Plazenta zwischen 60 und 150 mL kindliches Blut steril entnommen
werden [252] .

Die Zahl der freiwilligen gesunden Spender ist beim Nabelschnurblut sehr hoch . Da die
Nabelschnur nach einer Geburt normalerweise verworfen wird und die Blutentnahme erst
zu diesem Zeitpunkt erfolgt, ist keinerlei Eingriff bei Mutter oder Kind notwendig . Die sehr
gute Verfügbarkeit dieser Spenden hat dazu geführt, dass große Nabelschnurblutbanken mit
weit über 10 000 Spenden aufgebaut werden konnten . Die wesentlichen Nachteile des Na-
belschnurblutes sind die geringe Menge an gewonnenen Zellen pro Probe und die Tatsache,
dass dieses Blut für den Empfänger immer Fremdmaterial darstellt . Eine Eigenspende, wie
sie beim Knochenmark und peripheren Blut möglich ist, ist bei Nabelschnurblut nur sehr
schwer zu realisieren .

2.3.2 Aufarbeitung

Nach der Entnahme der Spenderzellen werden diese vor einer weiteren Verwendung meist
in einzelne Subpopulationen aufgetrennt (Abbildung 2.6 auf der nächsten Seite) . Beim
Knochenmark können zuerst die stromalen Zellen abgetrennt werden . Dabei macht man
sich die Adhärenz dieser Zellen zunutze . Während die stromalen Zellen nach kurzer Zeit
fest an einer Oberfläche haften, können die nicht adhärenten hämatopoetischen Zellen mit
Kulturmedium abgespült werden . Unter den hämatopoetischen Zellen sind nur die Mono-
zyten adhärent . Durch ein äquivalentes Adhärenzverfahren werden diese auch häufig aus
den stromafreien Spenden aus peripherem Blut und der Nabelschnur entfernt . Aus den
übrigen hämatopoetischen Zellen können dann die Erythrozyten und Thrombozyten durch
eine Dichtegradienten-Zentrifugation entfernt werden (siehe Abschnitt 3.3 .2 auf Seite 39) .
Übrig bleiben nun nur noch die Zellen mit einem Kern, weshalb diese Fraktion mononu-
kleäre Zellen (MNZ) genannt wird . Eine weitere Aufreinigung in Subpopulationen kann
mithilfe der Oberflächenmoleküle erfolgen . Üblich ist die Aufreinigung nach CD34 (siehe
Abschnitt 3.3 .2.1 auf Seite 39) . Diese Fraktion enthält die frühen Vorläuferzellen .



12

2 .3.3 Zelllinien

2.4 Anwendungsmöglichkeiten

DJ

2. Theoretischer Hintergrund

Adhärenzverfahren
(Abtrennen von stromalen
Zellen und Monozyten)

Dichtezentrifugation
(Abtrennen von Erythrozyten
und Thrombozyten)

Aufarbeitung mit oberflächenmarkern
(Abtrennen von reifen und weit
ausdifferenzierten Zelten)

Abbildung 2.6 : Aufarbeitung hämatopoetischer Zellen in Subpopulationen

Die meisten Zellen eines Organismus haben eine begrenzte Lebenszeit . Sie können sich also

nicht unendlich oft teilen. Einer ex vivo Kultivierung dieser Zellen ist daher eine natürliche
Grenze gesetzt. Manchmal passiert es jedoch, dass sich während der Kultivierung Zellen
genetisch so verändern, dass sie sich unendlich oft teilen können. Eine solche Zelle nennt
man eine kontinuierliche Zelllinie . Die meisten heute gebräuchlichen Zelllinien entstam-
men aber nicht einem solchen Zufallsprodukt, sondern wurden gezielter gewonnen . Hierfür
gibt es zwei Methoden : Bei den Tumorzelllinien werden die Zellen aus dem Tumor eines
Patienten kultiviert . Eine Tumorzelle ist eine entartete Zelle eines bestimmten Gewebes
des Körpers. Viele dieser entarteten Zellen zeigen die Eigenschaften einer Zelllinie. Durch
eine Kultivierung kann aus einer solchen Tumorzelle eine Zelllinie gewonnen werden. Viele
dieser Tumorzellen zeigen aber auch ein sehr unterschiedliches Verhalten zu den Zellen des
ursprünglichen Gewebes. Eine große Zahl von Tumorzelllinien aus adhärenten Geweben
verliert beispielsweise diese Adhärenz und wächst vorzugsweise in Suspension . Wenn man
sie mit den Ursprungszellen vergleichen möchte, ist daher besonders wichtig, die Funktio-
nalität der Zelllinie zu prüfen .
Die zweite Methode für die Gewinnung einer Zelllinie ist die Transformation . Bei dieser

wird in eine normale sterbliche Zelle gezielt mit Viren, Chemikalien oder Elektroporati-
on die genetische Information für die Unsterblichkeit eingebracht. Durch dieses Vorgehen
können die Eigenschaften der Zelllinie gezielt beeinflusst werden. Jedoch ist es auch hier
möglich, dass sich die Zelllinie in wesentlichen Punkten von der Ursprungszelle unterschei-
det [21 .
Neben den Unterschieden zu der Ursprungszelle muss berücksichtigt werden, dass Zell-

linien durch ihre oftmals sehr lange Kulturdauer genetischen Veränderungen unterliegen.
Es ist deshalb üblich, Zellen möglichst schnell nach ihrer Etablierung in einer Master-
Zellbank zu kryokonservieren, also tiefgekühlt zu lagern . Diese besteht üblicherweise aus
100 Tiefgefrier-Röhrchen . Aus einem Röhrchen der Master-Zellbank wird nach dem Auf-
tauen wieder eine Zellbank, die Working-Zellbank, gewonnen, die erneut 100 Tiefgefrier-
Röhrchen umfasst. Eine Zelllinie wird dann nicht mehr beliebig lange kultiviert, sondern die
alten Zellen werden in regelmäßigen Abständen verworfen . Frische Zellen aus der Working-
Zellbank werden dann erneut in Kultur genommen .

Die medizinischen Einsatzmöglichkeiten hämatopoetischer Zellen sind sehr zahlreich . Eswerden darum in diesem und dem folgenden Abschnitt (Abschnitt 2.5 auf Seite 15) nur
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die speziellen Anwendungen berücksichtigt, die den Hintergrund der vorliegenden Arbeit
darstellen . Das heißt Anwendungen in der Krebstherapie, in denen die ex vivo Kultivierung
von frühen Vorläuferzellen oder von T-Lymphozyten eine Rolle spielt .

2.4.1 Transplantation

Die Chemotherapie ist ein Standardverfahren in der Krebstherapie . Dabei werden dem
krebskranken Patienten zytotoxische Substanzen verabreicht . Diese wirken auf alle sich
schnell teilende Zellen tödlich und somit neben Krebszellen, auch beispielsweise auf hä-
matopoetische Zellen . Die Höhe der verabreichten Dosis ist begrenzt, da das hämatopoeti-
sche System des Patienten nicht zerstört werden darf. Hierdurch geschieht es aber häufig,
dass auch Krebszellen die Therapie überleben und der Patient erneut erkrankt . Bei der
Hochdosis-Chemotherapie gibt man dem Patienten bewusst eine Dosis, die so stark ist,
dass sie auch das hämatopoetische System dauerhaft schädigt oder sogar zerstört . Damit
erhöht sich aber die Chance, alle Krebszellen zu töten. Direkt nach der Chemotherapie
werden dem Patienten hämatopoetische Zellen zurückgegeben, die dann ein neues blutbil-
dendes System aufbauen können (Abbildung 2 .7 auf der nächsten Seite) . Die Zellen können
dabei entweder dem Patienten vor der Therapie selbst entnommen werden (autologe Spen-
de) oder von einem immunologisch verträglichen Fremdspender stammen (allogene Spen-
de) . Welches Material verwendet wird, ist eine Einzelfallentscheidung . Eine Fremdspende
birgt die Gefahr starker Abstoßungsreaktionen durch die immunkompetenten Zellen (Graft-
Versus-Host Disease (GVHD)) . In abgeschwächter Form können die Abstoßungsreaktionen
aber auch dazu führen, dass eventuell doch noch verbliebene Krebszellen von der Spende
wirksamer bekämpft werden (Graft-Versus-Leukemia (GVL) Effekt) .

Bei der Transplantation hämatopoetischer Zellen nach einer Hochdosis-Chemotherapie
werden zwei Ziele verfolgt . Zum einen die schnelle Wiederherstellung des Immun- und
Blutgerinnungssystems des Patienten (short-term engraftment), der nach der Hochdosis-
Chemotherapie schutzlos jeglicher Art von Keimen gegenübersteht und wegen der fehlen-
den Gerinnungseigenschaften des Blutes innerlich zu verbluten droht . Hier ist besonders
der Aufbau der neutrophilen Zellen und Thrombozyten, also das Überwinden der Neutro-
penie und Thrombozytopenie, wichtig . Zum anderen muss sich das blutbildende System
dauerhaft stabil aufbauen (long-term engraftment) . Die Transplantation von Stammzellen
ist daher unbedingt erforderlich.

Die ex vivo Kultivierung kann bei dieser Therapieform an mehreren Stellen von Nut-
zen sein (Abbildung 2.7 auf der nächsten Seite) . Die spezielle Anwendung hängt davon
ab, welches Spendermaterial verwendet wird . Eine autologe Spende kann Krebszellen ent-
halten, besonders im Fall von Leukämien (Blutkrebs), womit man dem soeben geheilten
Patienten seine eigenen Krebszellen zurückgeben würde . Hier hilft das so genannte Tumor-
Purging . Durch eine gezielte Aufreinigung und/oder eine kurze ex vivo Kultivierung der
Spenderzellen können die Krebszellen entfernt werden [164, 137] .

Bei Nabelschnurblut ist die Zellzahl nicht ausreichend, um einen erwachsenen Patienten
zu transplantieren [24, 29, 292] . Durch eine Vermehrung der Zellen außerhalb des Körpers
vor der Transplantation kann dieser Engpass überwunden werden . Auch bei Zellen aus
Knochenmark und peripherem Blut ist es durchaus wünschenswert, wenn durch eine ex vivo
Vermehrung die Größe der benötigten Spende verringert werden kann . Auf diese Weise kann
die Schwere des operativen Eingriffes bzw . die Zahl der Leukapheresen reduziert werden .
Darüber hinaus bieten ex vivo vermehrte Zellen die Chance, die Zusammensetzung des

Transplantates gezielt zu beeinflussen . Eine Mischung aus Stammzellen für die dauerhaf-
te Wiederherstellung der Hämatopoese und von weiter ausdifferenzierten Zellen für die
schnelle Überwindung der Neutropenie und Thrombozytopenie ist das angestrebte Ideal .
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Abbildung 2.7 : Transplantations-Strategien nach einer Hochdosis-Chemotherapie

Die Gentherapien sind ganz neue Ansätze für die Bekämpfung von Krankheiten, insbe-
sondere Krebserkrankungen . Die hämatopoetischen Zellen, speziell die Stammzellen, sind
das bevorzugte Ziel für gentechnische Veränderungen . Die Gründe dafür liegen in der Rol-
le der Zellen im Immunsystem des Körpers, an der Tatsache, dass die Stammzellen über
das ganze Leben eines Menschen im Körper unverändert existieren und an der leichten
Zugänglichkeit des Zellmaterials . Prinzipiell gibt es zwei Möglichkeiten, eine Zelle gentech-
nisch zu verändern (Abbildung 2.8 auf der nächsten Seite) . Bei der in vivo Methode werden
die Gentransfervehikel, meistens Viren, dem Patienten direkt verabreicht . Dabei muss si-
chergestellt werden, dass ausschließlich die gewünschten Zielzellen genetisch manipuliert
werden . Die ex vivo Methode verändert die Zielzellen in einer Kultur, wodurch mit Sicher-
heit nur die gewünschten Zellen betroffen sind und der Erfolg einer solchen Transfektion
geprüft werden kann . Manche besonders effektiven Gentransfervehikel, wie die Retroviren,
können das neue genetische Material auch nur dann in eine Zelle einschleusen, wenn diese
sich in der Teilung befindet . Viele Zellen, wie beispielsweise die hämatopoetischen Stamm-
zellen, befinden sich aber im Körper die meiste Zeit in der Go-Phase [282] . In einer ex vivo
Kultur können sie durch gezielte Stimulationen zur Teilung angeregt werden . Erst dadurch
ist eine effiziente Trausfektion möglich .

In bestimmten Therapie-Strategien ist beispielsweise geplant, Resistenzgene in die häma-
topoetischen Zellen zu transfizieren [131, 277] . Die Zellen würden dadurch unempfindlich
gegen bestimmte Chemotherapeutika, wodurch die Hochdosis-Chemotherapie keine Schä-
digung des hämatopoetischen Systems verursachen würde.

Der dritte große Anwendungsbereich für die ex vivo Kultivierung hämatopoetischer Zellen
ist die adoptive Immuntherapie, bei der auch gentherapeutische Methoden eine Rolle spie-
len können . Hierbei versucht man, die körpereigenen Abwehrkräfte des Krebspatienten zu
stärken . Das Immunsystem, das den Tumor offensichtlich nicht mehr wirkungsvoll bekämp-
fen kann, soll wieder von selbst die Erkrankung heilen können . Die Zielzellen sind in diesemAnsatz nicht die Stammzellen, sondern die immunologisch wirksamen ausdifferenzierten
Zellen, speziell die T-Lymphozyten . T-Lymphozyten sind Zellen des Immunsystems, diesehr spezifisch gegen Merkmale, so genannte Antigene, einer bestimmten Störung im Orga-nismus vorgehen. Antigene sind zum Beispiel spezielle Oberflächenmoleküle eines Tumors .
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Um in der Lage zu sein, diese zu erkennen, müssen die Zellen durch gezielte Stimulation
aus ihrem zunächst nicht-aktivierten in einen aktivierten Zustand versetzt werden . Eine
mögliche Behandlungsstrategie versucht, aus der direkten Umgebung des Tumors eines
Patienten T-Lymphozyten zu gewinnen, die den Tumor bereits spezifisch angreifen . Die-
se tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) werden ex vivo vermehrt und dem Patienten
reinjiziert . Eine andere Strategie sieht vor, durch die Kultivierung von MNZ mit großen
Mengen Interleukin-2 (IL-2), einem so genannten Lymphokin, lymphokinaktivierte Killer-
zellen (LAK-Zellen) zu generieren. Solche Zellen greifen im Patienten ebenfalls das Tu-
morgewebe an. Ein dritter wichtiger Ansatz mit spezifischen Lymphozyten versucht nicht
den Krebs selbst zu bekämpfen, sondern die gefährlichen Nebenwirkungen der Chemothe-
rapie . In der immundefizienten Phase nach einer Chemotherapie können Virusinfektionen,
die bei einem gesunden Menschen ohne Symptome sind, lebensgefährlich sein . Insbeson-
dere zwei Herpesarten, der Zytomegalie-Virus (englisch Cytomegalovirus (CMV)) und der
Epstein-Barr-Virus (EBV), sind wegen ihres hohen Durchseuchungsgrades gefährlich . 50-
70 % der Menschen sind mit CMV infiziert, 90 % mit EBV [88, 227] . Eine Gabe CMV- oder
EBV-spezifischer T-Lymphozyten nach der Chemotherapie kann die Gefährdung durch die
Viren abwenden . Um die Zellen zu gewinnen, werden primäre T-Lymphozyten des Pa-
tienten zunächst ex vivo antigenspezifisch aktiviert . Nach einer Expansion können diese
zytotoxischen T-Lymphozyten dem Patienten zurückgegeben werden (Abbildung 2.9 auf
der nächsten Seite) .

Die technischen Lösungen für die Kultivierung hämatopoetischer Zellen müssen in jedem
Fall an die speziellen Ziele und die verwendeten Zelltypen angepasst werden . Aufgrund der
Vielzahl der sich dadurch ergebenden Kultivierungsstrategien sollen an dieser Stelle nur
die vorhandenen Alternativen für die frühen Progenitorzellen und die ausdifferenzierten
T-Lymphozyten dargestellt werden .

Die Stamm- und Vorläuferzellen wachsen in vivo in einem gewebeartigen Verbund mit
stromalen Zellen und Extrazellulär-Matrix . Bei den Kultivierungstechniken für frühe Zellen
sind daher zwei große Strategien auszumachen, die stromahaltigen und die stromafreien
Kulturen . In stromahaltigen Kulturen versucht man, durch eine Kokultivierung der hä-
matopoetischen Zellen mit primären stromalen Zellen oder stromalen Zelllinien die reale
Situation im Knochenmark nachzuahmen . Man nutzt dadurch die regulativen Fähigkeiten
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Abbildung 2.9 : Die Strategie einer adoptiven Immuntherapie (nach [87])

Tabelle 2 .4 : Bewertung der Kulturstrategien

2. Theoretischer Hintergrund

Vermehrung von
antigenspeziftschen
Lymphozyten

stromahaltige Kultur

	

Suspensionskultur

des Stroma auf die hämatopoetischen Zellen aus, deren genaue Mechanismen unbekannt
sind (vergleiche Abschnitt 2.2.1 auf Seite 4) . Im technisch wesentlich einfacheren stroma-
freien Kultursystem entfällt die Regulation durch das Stroma. Daher wird versucht, die
Kultur durch zusätzliche lösliche Zytokine zu regulieren . Die Zusammensetzung der Zyto-
l inmischung spielt dabei die Schlüsselrolle für den Verlauf der Kultivierung .

Bis heute konnte sich keine der beiden Richtungen durchsetzen. Die Vor- und Nachteile
der beiden Strategien sind in Tabelle 2.4 dargestellt. Während die stromahaltige Kultur
wesentlich größere Anforderungen an die Handhabung bei der Analytik und der Zellernte
sowie an die technische Ausführung stellt, kann die Suspensionskultur die biologischen
Anforderungen der frühen Zellen nur unzureichend erfüllen . Die biologischen Ergebnisse
sprechen heute in jedem Fall für eine Verwendung von Stroma. Auch die Kosten legen
nahe, stromahaltig zu kultivieren. Die notwendige Zugabe von größeren Mengen Zytokinen
in die Suspensionskultur ist ein großes wirtschaftliches Problem. Die Kosten für einen Liter
Medium können von etwa 40DM leicht auf weit über 10 000DM steigen .

Eine klinische Anwendung des stromahaltigen Konzepts ist aber nur bedingt möglich .
Solange keine stromalen Zellen des Spenders der hämatopoetischen Zellen zur Verfügung
stehen, wie beim Leukaphereseprodukt und beim Nabelschnurblut, muss man auf das Stro-
ma eines Fremdspenders oder eine stromale Zelllinie ausweichen . Beides ist im Rahmen
einer Transplantation sehr kritisch zu beurteilen .
Die Kultivierung von ausdifferenzierten Zellen wird in der Regel im stromafreien Sus-pensionssystem durchgeführt, so auch für T-Lymphozyten. Ausnahmen ergeben sich nurdann, wenn die Zellen selbst adhärent sind, wie beispielsweise Monozyten, oder die aus-
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differenzierten Zellen aus Stamm- und Progenitorzellen generiert werden sollen . Hier kann
ein immobilisiertes oder sogar stromahaltiges System durchaus wieder sinnvoll sein .

2 .5 .1

	

Historische Entwicklung
2 .5 .1 .1

	

Kultivierungstechniken der Progenitorzellen
In den Anfängen der Kultivierung früher hämatopoetischer Zellen standen noch keine re-
kombinant hergestellten humanen Zytokine zur Verfügung [164] . Folgerichtig beschreibt
DEXTER in den 70er Jahren die ersten erfolgreichen Kultivierungen hämatopoetischer Zel-
len in einem stromahaltigen System [52] . Hierbei wurden murine (= von Nagern stammen-
de) Stromale und hämtopoetische Zellen in zweidimensionaler Kokultur in Gewebekultur-
flaschen für 6-8 Wochen kultiviert . 1980 übertrugen GARTNER und KAPLAN diesen Ansatz
auf humane Zellen [63] . Die so kultivierten Zellen waren in der Lage, die Granulopoese und
Erythropoese, also die myeloide Reihe, aufrecht zu erhalten . Durch eine Variation dieses
Ansatzes gelang es WHITLOCK et al . 1984, auch die lymphoide Reihe ex vivo zu etablieren
[296] .

Alle diese Kulturen fanden statisch, also ungerührt, in herkömmlichen Gewebekultur-
schalen oder-platten statt (vergleiche Abschnitt 3.4 auf Seite 41) . Es zeigte sich jedoch, dass
diese Techniken einerseits keine Kultivierungen im klinischen Maßstab ermöglichen, es an-
dererseits damit auch nicht gelang, optimale biologische Bedingungen zu schaffen. Seit etwa
10 Jahren werden daher komplexere Systeme für hämatopoetische Zellen entwickelt . Dabei
wurde zunächst versucht, Standardtechniken aus der tierischen Zellkultur zu übertragen. So
testeten SARDONINI undWu 1993 Hohlfasermodule, Airliftreaktoren und einfache gerühr-
te Kultursysteme [236] . Letzteres sind Spinnerflaschen, die sowohl als Suspensionssystem
als auch für mikroträgergestützte Kulturen eingesetzt wurden . Mit Ausnahme des Suspen-
sionspinners konnte keines der Systeme einen Vorteil gegenüber den statischen Kulturen
aufweisen . Andere klassische Ansätze, wie die Mikroverkapselung [144], waren ebenfalls
erfolglos . Dagegen zeigte sich die aus der Transfusionsmedizin entstammende Beutelkul-
tur als gut anwendbar [143] . Diese Kunststoff-Beutel, zumeist aus Teflon, sind ein simples
Kultursystem auch für größere Maßstäbe . Die Wände des Beutels sind für eine Sauerstoff-
versorgung der Zellen gaspermeabel, ansonsten ist das System aber komplett geschlossen .
Als Konsequenz solcher Untersuchungen haben sich von den klassischen Kulturtechniken
nur die Spinnerflaschen als gerührte [41, 42, 44, 104, 144, 309] und die Beutel als statische
Suspensionskultur [15, 64, 143, 219, 248, 300] durchsetzen können .
Neben diesen herkömmlichen Systemen wurden aber ebenfalls eine Reihe von spezia-

lisierten Lösungen entwickelt . Der Ansatz war dabei, die in vivo Verhältnisse im Kno-
chenmark in einem ex vivo System zu mimikrieren . Diese Systeme arbeiten daher mit
immobilisierten stromahaltigen Kokulturen . Die Immobilisierung findet auf Nylongeweben
[189, 190], Mikroträgern [155, 172, 243, 285, 286, 287] oder auf zweidimensionalen Ober-
flächen [114, 118, 200, 233] statt . Die Flachbetttechnik, bei der die Zellen auf einer zwei-
dimensionalen Oberfläche immobilisiert sind und kontinuierlich von Medium überströmt
werden, wurde noch weiter entwickelt . Durch eine geriffelte Oberflächenstruktur gelang
es, trotz der Strömung des Mediums, hämatopoetische Zellen ohne Stroma aufgrund ihrer
Sedimentation auf der Oberfläche zurückzuhalten [233] .

2 .5 .1.2

	

Kultivierungstechniken der T-Lymphozyten

Im Vergleich zu den frühen Progenitorzellen ist die Kultivierung der T-Lymphozyten vom
technischen Standpunkt aus eher einfach . Da die Zellen in vivo in Suspension wachsen, wur-
de hier zumeist auf klassische Techniken zurückgegriffen . Die ersten klinischen Studien von
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ROSENBERG und Mitarbeitern [231, 230], in denen große Mengen von T-Lymphozyten ex

vivo generiert wurden, benutzten die von MUUL adaptierte Roller-Flaschen Technik [180] .

Erfolgreich entwickelten sich auch Systeme wie Gewebekulturflaschen [294] und Beutel

[181, 193, 306] . Die wesentliche Herausforderung stellt hier der Scale-up dar . Für thera-

peutische Ansätze werden unter Umständen mehr als 2 . 1011 Zellen benötigt [147] . Um

diese enorme Zellzahl zu erreichen, wurden in den ersten Ansätzen besonders viele der oben

genannten Kultursysteme parallel betrieben (zum Beispiel [231]) . Diese Strategie ist zwar

prinzipiell erfolgreich, birgt aber ein hohes Kontaminationsrisil o und ist sehr arbeits- und

kostenintensiv . Die maximale Zelldichte in einem solchen System beträgt etwa 2 - 106c/mL,

womit 100 Liter Kulturvolumen notwendig sind . Dies entspricht mehr als 1000 der größten

handelsüblichen Gewebekulturflaschen . KNATZEK verwendete daher einen Hohlfaserreak-

tor, in dem eine sehr hohe Zelldichte realisiert und so die erforderliche Zellzahl in kleine-

ren Volumina erreicht werden konnte [109] . Der Nachteil dieses Ansatzes ist die fehlende

Möglichkeit der Kontrolle der Zellen im Prozess, die schwierige Zellernte und die wenig
physiologische Kultivierung der Zellen in einem gewebeähnlichen Verband.

2.5.2

	

Stand der Technik

Das heute am weitesten entwickelte Kultursystem für frühe hämatopoetische Zellen ist
zweifellos der Flachbettreaktor . Dieser ist unter dem Namen AastromReplicell bereits kom-
merzialisiert (Aastrom Bioscience, Inc., Ann Arbor, MI, USA). Das System ist die konse-
quente Weiterentwicklung der Arbeiten von KOLLER [118] und PALSSON [200] und ihren
Mitarbeitern . Abbildung 2.10 auf der nächsten Seite zeigt das Prinzip dieses rotations-
symmetrischen Kultursystems. Die Zellen liegen auf einer Kunststoffoberfläche, werden
dort durch ihre Adhärenz oder Sedimentation zurückgehalten und kontinuierlich mit fri-
schem Medium überströmt . Die Begasung erfolgt dabei diffusiv über eine permeable Mem-
bran, die die obere Fläche des eigentlichen Kulturraumes darstellt. An der Seite des Kunst-
stoffeinsatzes ist ein zusätzlicher Stutzen für die Zellernte angebracht . Dieses kontinuierlich
perfundierte System wird bereits in mehreren klinischen Studien für Transplantationen
nach einer Hochdosis-Chemotherapie eingesetzt (zum Beispiel [6, 34, 32]) . Trotz dieses
hohen Entwicklungsstandes sind die Ergebnisse bisher nicht ausreichend. Zwar wurden
keinerlei Unverträglichkeiten bei den Patienten beobachtet, es zeigen sich aber deutliche
Hinweise, dass während der Kultivierung die Stammzellen nicht erhalten werden können
[33] .
Weitere klinische Studien für Transplantationen nach einer Hochdosis-Chemotherapie

arbeiten mit statischen Kultursystemen . BARNET verwendete 1987 in der ersten klinischen
Anwendung von ex vivo kultivierten hämatopoetischen Zellen Gewebekulturflaschen [9] .
Weitere Studien übernahmen diese Technik [25] oder benutzten Kultur-Beutel [92, 300] .
Diese Systeme haben sich aufgrund ihrer leichten und sicheren Handhabung durchgesetzt .

Anders als bei den Progenitorzellen gibt es für die Kultivierung von T-Lymphozyten
keine spezialisierte Technik. Obwohl die Zahl der klinischen Studien sehr groß ist (bei-
spielsweise [129, 146, 215, 228, 229]), wird mit Ausnahme des Hohlfaserreaktors seit über
10 Jahren nur in statischen Systemen, wie Gewebekulturflaschen oder Kultur-Beuteln,
gearbeitet [4] . Mit kontrollierten gerührten Systemen, wie sie im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurden, gibt es bisher nur erste Ansätze [31] .

2.5.3 Kultivierungsparameter

2. Theoretischer Hintergrund

Die möglichen Variationen der Randbedingungen eines Versuches sind sehr vielfältig undbeeinflussen die Ergebnisse stark. Will man Kultivierungsdaten sinnvoll vergleichen, so
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Abbildung 2.10 : Schematischer Aufbau des AastromReplicell Systems (nach [154] und [197])

Tabelle 2.5 : Eine Auswahl von Literaturstellen mit stromahaltigen Kulturen

Zelltyp

	

statische Kultur

	

gerührte Kultur

	

kontrollierte Bioreaktoren

BMa-MNZ

	

[23, 115, 119, 123, 124, 125,

	

[104, 144, 309]

	

[6, 116, 118, 122, 155, 194,
127, 143, 216, 236, 245, 246]

	

199, 200, 2361
BM-CD34+

	

[91, 120, 123, 125, 217]

	

[236]

	

[122, 128]
PBb-MNZ

	

[172, 233, 274]
PB-CD34+

	

[21, 2171
CBc-MNZ

	

[115, 1171

	

[114, 274]
CB-CD34+

	

[100, 159, 276]

	

[172]

a bone marrow = Knochenmark, bperipheral blood = peripheres Blut, `cord blood = Nabelschnurblut
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sollten die folgenden Punkte zwischen den einzelnen Ansätzen möglichst wenig variieren :

" Das Kulturprinzip (statische, gerührte oder perfundierte Kultur)
" Die verwendete Zellpopulation (Knochenmark, peripheres Blut oder Nabelschnurblut ;

MNZ oder CD34+)
" Das Stroma (stromahaltig oder stromafrei)
" Das Medium (serumhaltig oder serumfrei)
" Die eingesetzte Zytokinkombination

Die beiden letzten Punkte variieren besonders stark . Die Frage nach dem Medium und

den Zytokinen wird praktisch von jeder Arbeitsgruppe individuell entschieden, und dies

geschieht meist nicht auf der Basis strukturierter Untersuchungen . Ein einheitlicher Über-

blick ist in diesen Punkten daher nicht möglich .
Um die Frage nach der optimalen Kultivierungsstrategie zu beantworten, sind Verglei-

che mit den Daten von anderen Arbeitsgruppen aber sehr wichtig . In Bezug auf die ersten

drei Punkte lassen sich die Daten aus der Literatur zusammenfassen . Eine Auswahl von

Literaturstellen für stromahaltige und stromafreie Kulturen zeigen die Tabelle 2 .5 und die

Tabelle 2.6 auf der nächsten Seite . Hier sind die einzelnen Quellen nach Kulturprinzip und

Zellpopulation aufgeschlüsselt . Die MNZ aus dem Knochenmark enthalten dabei noch stro-

male Zellen, da hier üblicherweise die Abtrennung des Stroma durch Adhärenzverfahren

nicht durchgeführt wird . Bei allen anderen Zellpopulationen handelt es sich um reine häma-

topoetische Zellen, die in stromahaltigen Kulturen gezielt mit anderen primären stromalen

Zellen oder mit Zelllinien kultiviert werden.
Über die biologischen und biochemischen Startbedingungen hinaus sind einige Parameter

für die Kultivierung hämatopoetischer Zellen wenigstens in Ansätzen untersucht worden .

Diese sollen im Folgenden vorgestellt werden.
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Tabelle 2.6 : Eine Auswahl von Literaturstellen mit stromafreien Kulturen

2.5 .3.1

	

Anforderungen an die Materialien

2. Theoretischer Hintergrund

Eine der grundlegendsten Entscheidungen für die Konstruktion von neuen Kultursystemen
ist die Wahl der Materialien. Der Werkstoff, aus dem das Kulturgefäß gefertigt wird, muss
mehreren Ansprüchen genügen. Einige rein physikalische Anforderungen sind eine Grund-
voraussetzung. Der Werkstoff muss mechanisch stabil und gut abzudichten sein, um Lecka-
gen und die damit einhergehenden Kontaminationen zu verhindern . Er muss sterilisierbar
sein und bei Systemen, die wiederverwendet werden sollen, vorzugsweise dampfsterilisier-
bar, also autoklavierbar . Die Durchsichtigkeit des Materials ist die Voraussetzung für eine
optische Kontrolle einer Kultur im geschlossenen System.
Neben diesen grundlegenden Anforderungen ist die Biokompatibilität des Materials sehr

wichtig . Das Material sollte idealerweise inert sein . Weder sollen sich Stoffe aus den Ma-
terialien lösen, noch sollten Inhaltsstoffe der Kulturmedien an den Oberflächen adsorbiert
werden . Bei immobilisierten Kulturen spielt auch die direkte Adhäsion der Zellen und der
Extrazellulär-Matrix eine wichtige Rolle. Dabei können diese schädigenden Einflüsse zu ver-
ringerter Proliferation oder gar zum Absterben der Zellen führen . Bei hämatopoetischen
Zellen muss zusätzlich ein Einfluss auf das Ausdifferenzierungs-Verhalten ausgeschlossen
werden .
Aus diesem Grund untersuchte LAIUPPA verschiedene in der Zellkultur übliche Mate-

rialien auf ihren Einfluss auf hämatopoetische Zellen [134, 135, 136] . Dies waren haupt-
sächlich Polymere, aber auch Metalle und Glas . Polystyrol stellt das Standardmaterial für
Einweg-Zellkulturgefäße dar unddiente als Referenz . Die untersuchten Polymere werden als
Material für Kultur-Beutel verwendet, während Metalle und Glas die üblichen Werkstoffe
für den Bau kontrollierter Bioreaktoren sind . Die Ergebnisse, aufgeschlüsselt nach unter-
schiedlichen Materialien und verschiedenen Kulturbedingungen, sind in Tabelle 2.7 auf der
nächsten Seite zusammengefasst. Dabei zeigte sich, dass frühe Zellen wesentlich empfind-
licher auf die Werkstoffe reagieren als weiter ausdifferenzierte . Die Expansion von MNZwurde beispielsweise von Polymethylpenten nicht beeinflusst, jedoch nahm der Anteil derCFU-GM im Vergleich zu Polystyrol deutlich ab . Nur bei Acetal, Polyethylen Terephtalatund Polytetrafluorethylen wurden Anzeichen für das Lösen von toxischen Substanzen ausdem Material gefunden . Die wesentliche Ursache der Schädigung konnte ansonsten auf dieBindung von Medienbestandteilen, wahrscheinlich Proteinen, an die Oberflächen zurück-geführt werden, die dann als Substrat fehlten. Dies erklärt auch, warum bei der Zugabedes sehr proteinreichen Serums in das Kulturmedium ein schützender Effekt beobachtetwerden konnte . In Abschnitt 4.1 auf Seite 53 werden die Materialien, die im Rahmen dervorliegenden Arbeit verwendet wurden, auf ihre Biokompatibilität hin überprüft .

Zelltyp statische Kultur gerührte Kultur kontrollierte Bioreaktoren

BM-CD34+ [7, 15, 64, 119, 123, 125, 127, 209, [65, 122, 1281

PB-MNZ
210, 216, 219, 2231
[41, 75, 135, 167, 2351 [41, 42, 44] [43, 233, 234, 2741

PB-CD34+ [21, 26, 78, 83, 135, 136, 156, 177, [42] [234]

CB-MNZ
167, 173, 248, 253, 300]
1115, 117, 2351 144,421 [43, 48, 116, 121, 274]

CB-CD34+ [13, 45, 47, 49, 73, 112, 160, 176, [113]
220, 307]
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Tabelle 2.7 : Einflüsse verschiedener Materialien auf hämatopoetische Zellen (nach [136])

2 .5 .3.2

	

Die Osmolalität

2 .5.3 .3

	

Der Sauerstoffpartialdruck

Einfluss auf die Gesamt-

	

Einfluss auf die Zahl der
zellzahl

	

CFU-GM

O = kein Einfluss, - = leicht negativer Einfluss, -- = stark negativer Einfluss
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Die Osmolalität als Maß der gelösten Teilchen pro Masse des Lösungsmittels ist ein wichti-
ger Parameter der Zellkultivierung . Da humane Zellen, wie alle Säugerzellen, keine stabile
Zellwand besitzen, reagieren sie empfindlich auf Schwankungen des osmotischen Drucks .
Das Lösungsmittel in Kulturmedien ist Wasser . Es diffundiert je nach Druckgradient in die
Zelle hinein oder aus ihr hinaus . Dadurch kommt es zu Veränderungen der Zellgröße und
des Stoffwechsels, im Extremfall auch zu letalen Schädigungen [27] .

Bei der einzigen beschriebenen Untersuchung des Osmolalitätseinflusses auf hämatopoe-
tische Zellen betrachtete McADAMS den Bereich von 300-550 -Osmol/kg [162] . Die untere
Grenze stellt dabei die natürliche Osmolalität im Blut dar [290], womit die Untersuchungen
im rein hypertonischen Bereich stattfanden . Die Ergebnisse zeigen einen linearen Abfall des
Zellwachstums bei steigender Osmolalität . Eine Ausnahme waren hier nur die BFU-E, die
erst bei Werten über 325 inOsmol/kg in ihrem Wachstum gehindert waren . Da angenommen
werden kann, dass sehr niedrige Osmolalitäten, also Werte im hyperonschen Bereich, den
Zellen ebenfalls schaden, muss es ein Optimum geben. In dieser Arbeit wird versucht, über
die Ergebnisse von McADAMs hinaus, durch die Untersuchung des hypo- und hypertoni-
schen Bereiches, dieses Optimum zu bestimmen (Abschnitt 4.2 auf Seite 58) .

Der Sauerstoffpartialdruck des Kulturmediums ist der Anteil des gelösten Sauerstoffs re-
lativ zur Sättigung mit Luft . Im Idealzustand stellt sich in einer Kultur ein Fließgleich-
gewicht zwischen dem Sauerstoffeintrag durch die Begasung und den sauerstoffverbrau-
chenden Zellen ein . In vivo ist ein solches Fließgleichgewicht realisiert . Messungen erga-
ben im Knochenmark einen Sauerstoffpartialdruck. von 51,8 ± 14,5 mmHg [96], was einem
Partialdruck im Kulturmedium von etwa 33 ± 9,2 % entspricht . Für die Kultivierung hä-
matopoetischer Zellen haben eine Reihe von Untersuchungen ergeben, dass bei niedrigen
Sauerstoffpartialdrücken um 25 % speziell die frühen Vorläuferzellen besser kultiviert wer-

Acetal
Edelstahl
Glas
hochdichtes Polyethylen (HDPE)
Teflon Perfluoralkoxy (PFA) 0 0
Polyacetonitril-Methylacrylat (Barex)
Polycarbonat (PC)
Polyethylen (PE)
Polyethylen Terephtalat (PET)
Polymethylpenten (PMP) 0 -
Polypropylen (PP)
Polystyrol (PS) 0 0
Polysulfon
Polytetrafluorethylen (PTFE)
Titan 0 0
Zelluloseacetat 0 -
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2 . Theoretischer Hintergrund

den können . Bei höheren Partialdrücken sind dagegen weiter ausdifferenzierte Zellen im

Vorteil [22, 23, 39, 115, 116] . Der Hintergrund dieser Beobachtungen ist noch ungeklärt .

Neben den trivialen Einflüssen bei extremen Zuständen, also der Sauerstofflimitierung bei

sehr niedrigen und die toxische Sauerstoffwirkung bei sehr hohen Partialdrücken, reagieren

hämatopoetische Zellen offensichtlich auch in gut verträglichen Bereichen auf Änderungen

des Sauerstoffpartialdruckes . Eine mögliche Erklärung wäre die verringerte Bildung der

Sauerstoffradikale 02 und H202 durch reife myeloide Zellen bei niedrigen Sauerstoffkon-

zentrationen [170] . Ebenfalls wurde beobachtet, dass zum Beispiel BFU-E bei geringem

Sauerstoffangebot eine höhere Sensitivität zum Wachstumsfaktor Erythropoietin (EPO)

zeigen [225] . Hier liegen demnach Vermutungen nahe, dass sich der Sauerstoff auf den

Stoffwechsel oder die Signaltransduktion auswirkt .
Insgesamt verdeutlichen diese Ergebnisse, wie wichtig eine Messung und Regelung des

Sauerstoffs in einer Kultur sind . In unkontrollierten Systemen verändert sich der Sauerstoff-

gehalt des Mediums mit dem Wachstum der Zellen zwangsläufig . Dadurch kann es nicht nur

leicht zu unerkannten Sauerstofflimitierungen kommen, sondern man lässt auch die Mög-

lichkeit aus, mit dem Sauerstoffgehalt gezielt das Wachstums- und Ausdifferenzierungs-
Verhalten zu steuern .

2.5 .3.4

	

Der pH-Wert

Der dritte wichtige Medien-Parameter ist der pH-Wert . Auch hier sieht man ähnliche Ef-
fekte wie bei der Osmolalität und dem Sauerstoffpartialdruck . MCADAMS fand für die
Kultivierung von CFU-GM einen optimalen Bereich von pH 7,2-7,4 . Das Maximum lag
dabei bei pH 7,35 [165, 167] . Für die erythroide Ausdifferenzierung konnte dagegen ein
optimaler Wert von pH 7,6 ermittelt werden [166] . Diese Beobachtungen stimmen mit Un-
tersuchungen von murinen Zellen [311] und mit den physiologischen Werten des Menschen
überein . Im normalen arteriellen Blut liegt der pH-Wert bei 7,4 im venösen bei 7,37 [90] . Im
Knochenmark selbst kann der Wert vermutlich an manchen Stellen durchaus variieren . Das
Knochenmark ist ein sehr heterogenes Gewebe, in dem sich örtliche Schwankungen ergeben .
Dies könnte das erythroide Optimum erklären, das bei einem scheinbar unphysiologischen
Wert liegt .

Weicht man von den Idealbedingungen ab, so wird die Proliferation sehr schnell in-
hibiert und bei stärkeren Abweichungen völlig unterbunden . Bei einem pH-Wert von 6,7
beispielsweise sind die CFU-GM bereits vollständig in ihrer Entwicklung gehindert, BFU-E
bereits bei Werten unter pH 7,0 . Da die Stoffwechselprodukte der proliferierenden Zellen,
insbesondere CO2 und Laktat, trotz einer Pufferung das Medium stark versäuern, ist die
pH-Wert Messung und Regelung von großer Bedeutung . Hier zeigen sich wieder die Vor-
teile einer kontrollierten Kultur . In normalen statischen Kulturen, kann der pH-Wert nur
optisch über Indikatoren wie Phenolrot überprüft und die Regelung nur unzureichend über
den CO2-Gehalt der die Kultur umgebenden Gasphase reguliert werden .

2.5.3 .5

	

Die Inokulumsdichte und die Fütterungsstrategie

Die Fragen nach der Inokulumsdichte und nach der Notwendigkeit einer Fütterung während
der Kultivierung sind miteinander verknüpft . Mehrere Untersuchungen geben zunächst ein
eindeutiges Bild : Bei kleinem Inokulum werden grundsätzlich höhere Zellexpansionen er-
reicht als bei hohen Startzelldichten [41, 75, 79,124] . Klein bedeutet in diesem Fall weniger
als 5 .104 MNZ oder CD34+-Zellen pro mL Kulturvolumen, groß Zelldichten im Bereich
von über 5 . 105 MNZ oder CD34+-Zellen pro mL. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass
es in den Kulturen bei höheren Zelldichten zu Limitierungen oder Inhibierungen kommt.
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Bestätigt wird diese Vermutung dadurch, dass in stromahaltigen Kulturen der Effekt noch
stärker ausgeprägt ist . Stromazellen haben einen aktiveren Stoffwechsel als die hämatopoe-
tischen Zellen . Was genau die Zellen limitiert oder inhibiert, ist interessanterweise bisher
nicht untersucht worden . Es könnte sich dabei um einen Mangel an Medienbestandteilen,
Wachstumsfaktoren oder Sauerstoff handeln oder um Inhibierungen durch Stoffwechselpro-
dukte wie Laktat, Ammonium, Sauerstoffradikale oder hemmende Zytokine . ZANDSTRA
zeigte, dass in gerührten Spinnerkulturen höhere Zelldichten erreicht werden, als in äqui-
valenten Kulturen in Gewebekulturflaschen [308] . Dies spricht unter den dort gegebenen
Umständen für eine Sauerstofflimitierung, da sich die gerührte Kultur insbesondere durch
einen besseren Stoffübergang, und das heißt eine bessere Sauerstoffversorgung, auszeich-
net . Bei anderen Untersuchungen lassen sich hierzu jedoch keine Aussagen machen. Durch
das Verdünnen der Zellen mit frischem Medium konnte die Limitierung jedoch aufgehoben
werden, und die Zellen proliferierten weiter [194, 199]. Trotz der Zugabe von Nährstoffen
und Wachstumsfaktoren könnte hier aber auch durch die Verdünnung der Zellen lediglich
eine Sauerstofflimitierung aufgehoben worden sein .

Die logische Konsequenz aus diesen Beobachtungen ist die Entwicklung einer Fütterungs-
strategie . Den positiven Effekt einer erhöhten Fütterungsrate zeigte zuerst SCHWARTZ im
stromahaltigen System [246] . Dies war gleichzeitig ein wichtiger Anstoß, den Flachbettre-
aktor zu entwickeln (vergleiche Abschnitt 2.5.1 .1 auf Seite 17 und [114, 118, 200]) . Später
konnte auch der positive Effekt häufigen Fütterns auf stromafreie Kulturen nachgewiesen
werden [79, 234] . Genau wie bei der Frage der Inokulumsdichte ist ein größerer Effekt in
der stromahaltigen Kultur zu bemerken [124].

Die Fütterungsfrequenzen reichen dabei in statischen Kulturen vom Austausch des hal-
ben Medienvolumens einmal pro Woche bis zum täglichen Austausch des kompletten Me-
diums [124, 246] . Die perfundierten Kulturen werden im Regelfall nicht kontinuierlich mit
Frischmedium versorgt . Vielmehr wird aus einem Reservoir das Medium durch die Kul-
turkammer gepumpt und dann wieder in das Reservoir zurückgeleitet . Das Medium des
Reservoirs wird diskontinuierlich gegen Frischmedium ausgetauscht . Die berichteten Aus-
tauschraten liegen in Abständen zwischen einem vollständigen Medienaustausch jeden Tag
[285] und einem halben Medienaustausch dreimal pro Woche [232, 233] . Eine Ausnahme
bildet der Ansatz von PALSSON, der frisches Medium durch die Kulturkammer leitete und
es danach direkt verwarf [200] . Die Verweilzeiten in der Kulturkammer liegen bei beiden
Strategien zwischen zehn Minuten und vier Tagen [198]. Die zweite Ausnahme ist der mi-
kroträgergestützte Festbettreaktor, in dessen Medienkreislauf kontinuierlich Frischmedium
zugeführt und verbrauchtes Medium abgezogen wird [172, 243] . Hier liegt die Verweilzeit
bei 4,2 Tagen .

Eine Optimierung der Inokulumsdichte und des Fütterungsprotokolls kann nur auf der
Basis einer kompletten Bilanzierung des Prozesses erfolgen . Da diese bislang nicht durch-
geführt wurde, basiert die übliche Fütterung nur auf den oben genannten empirischen
Untersuchungen . Im Rahmen dieser Arbeit soll zwar keine solche vollständige Bilanzierung
durchgeführt werden, jedoch wird in Abschnitt 4.3 auf Seite 60 versucht, einen Beitrag zu
der Suche nach dem limitierenden Substrat zu leisten .

2.5 .4 Anforderungen an neue Kultursysteme

Die Entwicklung neuer Kultursysteme für die Kultivierung hämatopoetischer Zellen ist in
zwei Bereichen notwendig . Zum einen gilt es, klinisch einsetzbare Techniken zu entwickeln,
zum anderen müssen aber zusätzlich Möglichkeiten für vergleichende Untersuchungen ge-
schaffen werden . Letzteres ist insbesondere vor dem Hintergrund der Kultivierungskosten
und der Spendervariabilität zu sehen . Größere vergleichende Untersuchungen im klinischen
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Maßstab sind heute finanziell keinesfalls möglich . Aber auch biologisch betrachtet sind sehr

kleine Systeme sinnvoll, da die Möglichkeit geschaffen wird, mit der Probe eines einzelnen

Spenders unterschiedliche Kulturbedingungen zu testen . Die Ergebnis verfälschende Spen-

dervariabilität kann so minimiert werden . Mit einer solchen Technik könnte sowohl das

Wissen über die Kultivierungsparameter erweitert, als auch direkt eine klinische Anwen-

dung entwickelt werden . Insgesamt ist das Ziel also nicht die Entwicklung einer sehr klar

begrenzten spezifischen Lösung, sondern die Entwicklung eines Systems von Kultivierungs-

techniken, die flexibel, individuell und an die speziellen Anforderungen angepasst eingesetzt

werden sollen .
Eine Abschätzung der benötigten Größe und Leistungsfähigkeit der klinischen Systeme

kann auf der Grundlage des derzeitigen Wissens aus klinischen Versuchen durchgeführt

werden . Für Transplantationen nach einer Hochdosis-Chemotherapie werden als optimale

Zellmengen mit entweder 2 . 105 CFU-GM oder 2 . 106 CD34+-Zellen, jeweils pro kg Körper-

gewicht des Patienten, angegeben [12] . Welche dieser Zellpopulationen der ideale Maßstab

ist, ist umstritten [265] . Die größte Herausforderung für die ex vivo Expansion stellt die

Generierung dieser Zellmengen aus Nabelschnurblut dar . Aus einer Spende können hier

durchschnittlich nur 5,8 . 10 ,1 CFU-GM beziehungsweise 5 . 106 CD34+-Zellen gewonnen

werden [252] . Ausgehend von einem durchschnittlichen Gewicht eines Patienten von 70 kg,
sollte ein klinisches System demnach ein Expansionspotenzial von einem Faktor 25 für
CFU-GM beziehungsweise einem Faktor 28 für CD34+-Zellen haben.

Diese Anforderungen stellen für einen kontrollierten Bioreaktor ein Scale-down Problem
dar . Für Suspensionssysteme gilt dabei, ausgehend von einer auf CD34+-Zellen aufgereinig-
ten Nabelschnurblutprobe, dass man in der Lage sein muss, die Kultivierung mit nur 50 mL
Kulturvolumen zu starten . Diese Berechnung beruht auf der mittleren Inokulumsdichte von
1 " 105 c/mL (vergleiche Abschnitt 2.5 .3 .5 auf Seite 22) . Die Abschätzung des maximalen Volu-
mens muss neben der erforderlichen Zellzahl von CD34+-Zellen auch die Ausdifferenzierung
während der Kultur berücksichtigen . Nimmt man nach zehn Tagen Kultur einen konserva-
tiven Wert von 5 % CD34+-Zellen an, so müssen bei einer Zelldichte von 1 .107c/ML 280 mL
Kulturvolumen zur Verfügung stehen. Diese Abschätzung stellt den denkbar ungünstigsten
Fall dar, da CFU-GM keiner so starken Ausdifferenzierung unterliegen, wie die CD34+-
Zellen . Für irrmobilisierte Zellen ist eine solche Abschätzung wesentlich schwieriger . Die
Anwesenheit der stromalen Zellen vergrößert das benötigte Volumen am Anfang der Kultur
deutlich . Desweiteren kann in einem solchen System das Volumen nicht wie in der Suspen-
sionskultur beliebig gesteigert werden . Über die Besiedlung einer zusätzlich zur Verfügung
gestellten Oberfläche durch bereits immobilisierte Zellen ist bisher nicht berichtet worden .
Ein solches Konzept ist wahrscheinlich auch nur schwer zu realisieren . Man muss daher ein
Mittelmaß zwischen Inokulumsdichte und zu erreichender Zellzahl finden . In einem mikro-
trägergestützten System, wie es der in dieser Arbeit vorgestellte Festbettreaktor ist, können
Dichten über 1 - 108 Zellen pro mL Trägerschüttvolumen erreicht werden [18] . Der Anteil
der stromalen Zellen würde dabei nur etwa 1 % betragen, kann also vernachlässigt werden .
Eine äquivalente Rechnung wie für die Suspensionskulturen muss berücksichtigen, dass
die Ausdifferenzierung im stromahaltigen System verlangsamt ist . Hier sind 15 % CD34+-
Zellen eine konservative Schätzung . Daraus ergibt sich ein benötigtes Trägerschüttvolumen
von etwa 10 mL. Die Inokulumsdichte würde dann 5 105c/mLschüctung betragen .

Die Kultivierung von T-Lymphozyten stellt zunächst keine neuen Aufgaben an die Kul-
tivierungstechnik . Die benötigten Zellzahlen reichen bis zu 2 . 1011 Zellen unspezifisch ver-
mehrter [147] oder 1 109 spezifisch vermehrter Zellen [206] . Für die Generierung dieser
Zellzahl stehen eine Vielzahl von Suspensionsreaktoren aus dem Bereich der tierischen Zell-
kultur zur Verfügung (siehe beispielsweise [72]) . Jedoch kann die Zellzahl zu Beginn derKultivierung extrem gering sein, unter Umständen handelt es sich dabei nur um weniger als
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100 spezifische Zelle . Eine klare Abschätzung, wie sie oben für die Kultivierung bei Trans-
plantationen gezeigt wurde, ist daher nicht möglich . Eine Verkleinerung von kontrollierten
Bioreaktoren ist jedoch auch hier angeraten, damit eine Kultivierung mit steuerbaren Pa-
rametern schon bei möglichst kleinen Zellzahlen durchgeführt werden kann.

Bei klinischen Anwendungen ist über die konkrete Aufgabenstellung hinaus, nämlich
die Vermehrung einer bestimmten Zellpopulation auf eine therapeutisch anwendbare Men-
ge, die Anwendbarkeit im klinischen Umfeld zu berücksichtigen. Dadurch erweitert sich
das Anforderungsprofil um Aspekte der Betriebssicherheit und leichten Bedienbarkeit . Im
Einzelnen sollte das Kultursystem zusätzlich die folgenden Punkte erfüllen :

" Einhaltung der Regeln der Good Manufacturing Practice (GMP)
. Ausschließliche Verwendung definierter Materialien
" Sichere Steriltechnik
. Möglichst geschlossenes System
" Einfachheit in der Bedienung
. Hoher Grad an Automatisierung
" Kosteneffizienz

Eine genaue gesetzliche Regelung der Anforderungen an eine ex vivo Kultivierung häma-
topoetischer Zellen existiert noch nicht . Wichtige Anhaltspunkte geben die Ausarbeitungen
der Food and Drug Administration des Gesundheitsministeriums der USA (zum Beispiel
[182, 183, 184]) . Dort werden zur Zeit entsprechende Regularien entwickelt (den aktuellen
Stand der Entwicklung und die verfügbaren Veröffentlichungen findet man im World Wide
Web unter http://www.fda.gov/cber/tissue ) . In Deutschland unterliegt die Präparation
von Zellen, die Patienten verabreicht werden, dem Arzneimittelgesetz und dem Transfusi-
onsgesetz . Sofern die Präparation nicht individuell für einen Patienten durchgeführt wird,
ist diese auch zulassungspflichtig [95] . Die Grundlagen für die Herstellungserlaubnis und
die Zulassung bilden neben den Gesetzestexten unter anderem die Richtlinien der Bundes-
ärztekammer und des Paul-Ehrlich-Institutes [278, 279] .

2 .6

	

Verfahrenstechnische Grundlagen

Die ingenieurtechnischen Arbeiten bei der Entwicklung neuer Kultursysteme können in die
Bereiche Konstruktion, Charakterisierung und Optimierung eingeteilt werden . Die Kon-
struktion muss insbesondere die in den vorherigen Abschnitten beschriebenen biologi-
schen Randbedingungen berücksichtigen. Eine genaue Charakterisierung bildet die wichtige
Grundlage für eine umfassende Bilanzierung und die dadurch mögliche gezielte Optimie-
rung der Prozesse . Die Charakterisierung der Systeme ist zunächst von den biologischen
Hintergründen unabhängig.

Eine wesentliche Aufgabe einer Strömung in einem Bioreaktor, die zum Beispiel durch
einen Rührer erzeugt werden kann, ist die Makro- und Mikromischung des Kulturmediums,
um Gradienten abzubauen . Die Strömung in einem gerührten System ist dabei praktisch
immer im nicht-laminaren Bereich . Das Makromischen ist für den Transport von Flüssig-
keitsballen verantwortlich und ist stark maßstabsabhängig . In einem diskontinuierlichen
Prozess, wie ihn zum Beispiel die gerührten Kulturen hämatopoetischer Zellen darstellen,
kann die Mischungsintensität mit der integralen Größe der Mischzeit beschrieben werden .
In einem kontinuierlichen Prozess, wie ihn ein Perfusionsreaktor darstellt, beschreibt das
Verweilzeitverteilung das Makromischen . Das Mikromischen ist die Homogenisierung der
Flüssigkeitsballen mit der Umgebung auf molekularer Ebene . Dieses ist von den Stoffwerten
und der spezifischen Rührerleistung abhängig [312] . Im Mischprozess ist aber die Makro-
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vermischung geschwindigkeitsbestimmend [148]. Daher wird in dieser Arbeit ausschließlich

diese Makrovermischung charakterisiert .
Die zweite wichtige Aufgabe einer Strömung in einem Bioreaktor ist die Verbesserung des

Stoffübergangs . Damit kann sowohl die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff' verbessert,
als auch entstandenes C02 effektiver aus dem Medium entfernt werden.

Die Grundlagen der Misch- und Verweilzeitverteilung sowie des Stoffübergangs werden
im Folgenden beschrieben. Abschließend wird auf die laminaren Scherkräfte in einem Ro-
tationsviskosimeter eingegangen. Diese sind die Grundlage für die Untersuchungen des
Scherkraft-Einflusses in Abschnitt 4.4 auf Seite 65, die für die Etablierung einer Modell-
zelllinie entscheidend sind .

2.6 .1 Mischzeitverhalten

Sind Flüssigkeiten vollständig ineinander lösbar, so kann eine Durchmischung bis auf mole-
kularer Ebene erfolgen . Für die Beschreibung eines solchen Vorganges wird die Mischzeit 06
definiert . Sie gibt den Zeitbedarf für eine bestimmte Annäherung an die Homogenität an.
Der Homogenisiergrad 5 ist dabei die relative Abweichung von der Homogenität. Mischt
man eine Komponente i in eine Flüssigkeit, so steigt die Konzentration xi der Komponente
i von xi,0 zu Beginn des Mischprozesses auf xi,oo bei vollständiger Homogenisierung. Für
die relative Abweichung gilt dann :

mit: M = Mischungsgrad [-]

mit: k1,2 = Konstanten

	

[-]
es

	

=Mischzeit

	

[s]
tv

	

= Verzögerungszeit[s]

ö=

Weiterhin ist der Mischungsgrad definiert als:

mit: 6 = Homogenisiergrad
xi = Konzentration der Komponente i [kg/m3]

2. Theoretischer Hintergrund

Die zu Vergleichszwecken üblicherweise verwendete Mischzeit 90,01 gibt also die Zeit an,die bis zu einem Mischungsgrad von 99 % notwendig ist . In der Regel nimmt die Abweichungvon der vollständigen Homogenität exponentiell ab . Nach HIBY kann der zeitabhängigeVerlauf durch die Gleichung

M = 1 - exp(kl - k2(9a - t� ))

	

(2.3)

beschrieben werden [86] . Dabei müssen die Konstanten experimentell ermittelt werden.Die Verzögerungszeit, die besonders bei laminaren Strömungen auftritt, kann in der Regelvernachlässigt werden .
In gerührten diskontinuierlichen Systemen mit festen geometrischen Verhältnissen undmit einem Stoffsystem ohne Dichte- und Viskositätsunterschiede hängt die Mischzeit nurvon den Stoffwerten der Dichte p und der kinematischen Viskosität v, der Rührerdrehzahln und dem Rührerdurchmesser d, als charakteristische Länge, ab :
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mit: p = Dichte

	

[kg/m3]
v = kinematische Viskosität[m2/s]
n = Rührerdrehzahl

	

[1/S]

d = Rührerdurchmesser

	

[m]

In dimensionsloser Schreibweise ergibt sich daraus :

mit der Rührer-Reynoldszahl :

es = f(p, v, n, d)

	

(2.4)

n06 = f(Re,)

	

(2 .5)

Re,. =
nd (2.6)
v

Der Ausdruck nOa wird auch als Mischzeit-Kennzahl bezeichnet und gibt die Anzahl der
notwendigen Rührerumdrehungen an, die erforderlich sind, um den durch 6 charakterisier-
ten Homogenisierungsgrad zu erreichen . Mit der Gleichung (2 .6) kann nun die Mischzeit-
Charakteristik eines Systems beschrieben werden . Üblicherweise nimmt die Mischzeit-
Kennzahl mit zunehmender Reynoldszahl zunächst ab und ist im turbulenten Strömungs-
bereich konstant [240] .

Für die experimentelle Bestimmung des Mischzeitverhaltens sind eine Reihe von Metho-
den entwickelt worden . Sie unterscheiden sich vor allem in der Größe des vermessenen Vo-
lumenelementes und dem experimentellen Aufwand. Die gebräuchlichsten Methoden sollen
hier kurz vorgestellt werden (ausführlichere Übersichten finden sich bei [60, 86, 98, 312]) :

. Änderung der Leitfähigkeit :
Durch die Zugabe einer geringen Menge eines Elektrolyts (zum Beispiel einer Salz-
lösung) in das zu untersuchende System kann die Veränderung der Leitfähigkeit ge-
messen werden . Dies geschieht mit Sonden, die zusätzlich eine Messung in einem sehr
kleinen Volumen erlauben . Auch die örtlichen Unterschiede in einem System können
so untersucht werden . Diese Methode ist nur schwer in stark salzhaltigen Lösungen,
wie Kulturmedium, durchzuführen .

" Farbumschlag mit einem chemischen Indikator :
Legt man in dem System einen chemischen Indikator vor, so können zwei Reaktan-
den in geringer Konzentration eine schnelle Neutralisationsreaktion miteinander ein-
gehen . Durch den Indikator ändert sich bei einem kritischen pH-Wert das Spektrum
der Farbextinktion, die beispielsweise mit Photoelementen detektiert werden kann .
Ein Beispiel ist der Farbumschlag von Phenolrot in einem pH-Bereich zwischen 6,5
und 8,5 durch die Zugabe einer Säure oder Lauge. Diese Methode ist sehr einfach
zu realisieren und durch abwechselnde Zugabe von Säure und Lauge beliebig oft wie-
derholbar . Nachteilig ist, dass sie im neutralen pH-Bereich, also am Umschlagpunkt,
nur sehr ungenaue Ergebnisse liefert . Die Methode ist auch nicht in stark puffernden
Medien, wie Kulturmedium, einsetzbar .

" Chemische entfärbende Reaktion :
Diese Methode funktioniert ähnlich wie die Methode des Farbumschlages . Die Flüs-
sigkeit im System wird mit Jod J2 gefärbt . Durch die Zugabe einer stöchiometrisch
gleichen Menge Natriumthiosulfats Na2S203 findet eine schnelle, transportkontrollier-
te Entfärbungsreaktion statt . Der Übergang vom gefärbten zum farblosen Zustand
kann erneut durch Photoelemente gemessen werden .
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" Änderung der Temperatur :
Durch die Zugabe von heißer Flüssigkeit in die im System vorliegende kalte Flüssigkeit
kann über Thermoelemente die Durchmischung gemessen werden . Eine andere Mög-
lichkeit bietet die Messung bei der Einleitung einer schnellen, transportkontrollierten
Reaktion zwischen zwei chemischen Reaktanden, zum Beipiel bei einer Neutralisation .
Diese Methode ist recht einfach und liefert über die Thermoelemente auch Informa-
tionen über die lokale Vermischung. Sie geht aber in jedem Fall von einem adiabaten
System aus, weshalb sie besonders bei diskontinuierlichen Systemen nachteilig ist .

2.6 .2 Verweilzeitverhalten

Das Verweilzeitverhalten stellt die Beschreibung des Makromischens in einem kontinuier-
lichen Prozess dar. Eine genaue Beschreibung des Geschwindigkeitsfeldes in einem durch-
strömten System ist meistens nicht möglich. Man untersucht daher die Verteilung der
Aufenthaltszeit eines Flüssigkeitselements im System. Dafür wird am Eingang des kontinu-
ierlichen Prozesses eine Markierung mit einer Tracersubstanz aufgebracht und die zeitliche
Veränderung der Substanz am Ausgang gemessen . Die Markierung kann dabei entweder ein
DIRAC-Impuls sein oder eine Stufenmarkierung. Das Ausgangssignal kann mathematisch
beschrieben werden (vergleiche [145, 148]) . Dazu wird die Verweilzeitsummenfunktion he-
rangezogen . Sie gibt an, welcher Anteil der Tracersubstanz eine Verweilzeit im Prozessraum
kleiner t hat. Für die Tracerkonzentration xT(t) am Ausgang zum Zeitpunkt t gilt dem-
nach :

mit: t

	

= Zeit

	

[s]
F(t) = Verweilzeitsummenfunktion [-]
xT(t)= Tracerkonzentration

	

[kg/m3]

Prinzipiell unterscheidet man zwei Idealzustände . Beim idealen Strömungsrohr findet imReaktor keinerlei Vermischung der Tracersubstanz statt, beim idealen Rührkessel findet zujeder Zeit eine vollständige Vermischung statt. Zwischen diesen Extrema liegen nicht idealeZustände vor. Abbildung 2.11 auf Seite 30 zeigt die Verweilzeitsummenfunktion als Antwortauf eine Stufenmarkierung für die beiden idealen Zustände und einen beispielhaften nicht-idealen Zustand dazwischen . Bei der Beaufschlagung mit einer Stufenfunktion gilt für dieVerweilzeitsummenfunktion im Falle des idealen Rührkessels:

F(t) =

	

XT(t)
XT(t = 00)

	

(2 .7)

2. Theoretischer Hintergrund

F(t) = 1 - expH) (2 .8)
mit: 'r -. mittlere Verweilzeit [s]

und im Falle des idealen Strömungsrohrs :

F(t)=0 Vt< ,r (2.9)
F(t)=1 Vt>T (2.10)Für die mittlere Verweilzeit:

VRT =
V (2.11)
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mit : VR = Reaktorvolumen

	

[m3]
V = Volumenstrom durch das System [-3/s]

Darüber hinaus macht es Sinn, eine Zeit t5o zu definieren, in der das Volumen genau zur
Hälfte ausgetauscht ist . Damit lassen sich die Ergebnisse der diskontinuierlich gefütterten
Versuche in der Hämatologie, die üblicherweise mit halben Medienwechseln durchgeführt
werden, einfach mit kontinuierlichen Prozessen vergleichen . Bei Annahme eines idealen
Rührkessels gilt dabei insbesondere nicht t5o = 0,5 T, was oft fälschlich angenommen wird .
Vielmehr ergibt sich aus Gleichung (2 .8) auf der vorherigen Seite :

mit : t5o = Dauer eines halben Medienwechsels [s]

was immerhin eine Abweichung von über 38% zu der falschen Annahme bedeutet .
Für die nicht idealen Zustände bei kontinuierlichen Prozessen kann das Modell der Rühr-

kesselkaskade herangezogen werden . Hier berechnet man die Verweilzeitsummenfunktion
des Systems so, als seien mehrere ideale Rührkessel als Kaskade hintereinander geschaltet .
Die Zahl der Rührkessel muss dabei aus Experimenten ermittelt werden . Für eine ideale
Rührkesselkaskade gilt :

(
:NLtlF(t) = 1 - exp

	

)-T

mit : N = Anzahl der Rührkessel

	

[-]
T = mittlere Verweilzeit der Kaskade [s]

(
t5o = -T In

	

-

	

~z-, 0,693 T

	

(2.12)
1)

(2.13)

Für die Grenzwerte N = 1 und N --> oo geht diese Gleichung in die Formen des idea-
len Rührkessels (Gleichung (2.8) auf der vorherigen Seite) und idealen Strömungsrohrs
(Gleichung (2.9) auf der vorherigen Seite und Gleichung (2 .10) auf der vorherigen Seite)
über .

Die experimentelle Ermittlung des Verweilzeitverhaltens bedient sich ähnlicher Metho-
den wie die Mischzeituntersuchungen . Als Tracersubstanzen dienen zumeist Farbstoffe oder
Elektrolytlösungen, deren Konzentrationsverlauf am Auslauf des Systems photometrisch
oder durch eine Leitfähigeitsmessung bestimmt wird . Liegt ein idealer Rührkessel vor, ist
auch eine Messung im Reaktorraum selbst denkbar, da dort die Konzentration wegen der
idealen Vermischung identisch mit der am Auslauf ist .

2 .6.3 Sauerstoffeintrag

Die Sauerstoffversorgung ist eine der zentralen Problemstellungen für Zellkulturprozesse .
Alle Kulturen sind aerobe Prozesse, und ein Mangel an Sauerstoff führt schnell zu einem
Absterben der Zellen . Da Säugerzellen, so auch hämatopoetische Zellen, keine Zellwand
besitzen, sind besonders schonende diffusive Begasungskonzepte notwendig . Eine Blasen-
begasung ist für Zellkulturen im Labormaßstab nur sehr schwer zu realisieren . Übliche
Techniken sind daher die diffusive Begasung direkt über die Flüssigkeitsoberfläche oder
durch eine Membran .
Neben dem Eintrag von Sauerstoff dient die Begasung auch in begrenztem Maße der

Beeinflussung des pH-Wertes . Das Kohlendioxid, das von den Zellen produziert wird, ver-
säuert besonders bei hohen Zelldichten das Medium stark . Durch die Diffusion aus der
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Abbildung 2.11: Die Verweilzeitsummenfunktionen als Ausgangssignal eines kontinuierlichen Re-
aktors nach einer Stufenmarkierung

Flüssigkeit in die Gasphase kann zumindest ein Teil des CO2 ausgetragen und so der Ver-
säuerung entgegen gewirkt werden . Umgekehrt bietet es sich an, der Gasphase bei kleinen
Zelldichten einen geringen Anteil (zirka 5 %) C02 beizumischen, um zu verhindern, dass
das Medium zu basisch wird .
Für eine reine Oberflächenbegasung in einem Bioreaktor ergibt sich für den volumenbe-

zogenen Sauerstoffeintrag OTR (englisch, Oxygen Transfer Rate) aus der klassischen Film-
und Penetrationstheorie und dem Henry'schen Gesetz :

(2.14)

Der gasseitige Stoffübergangswiderstand kann üblicherweise vernachlässigt werden.Eine Messung des kla-Wertes in Bioprozessen kann mit verschiedenen Methoden erfolgen(eine ausführliche Beschreibung findet sich in [251]) :

" Die stationäre Methode:
Im laufenden Prozess, also mit einem biologischen Verbraucher in der Flüssigkeit,misst man an einem stabilen Betriebspunkt die Sauerstoffkonzentrationen in der Zu-

mit: OTR = volumenbezogenen Sauerstoffeintrag [kg/m3 s]
VR = Reaktorvolumen [m3]

m = Gesamt-Massenstrom des Sauerstoffs
[kg/s]

ki = flüssigkeitsseitiger Stoffübergangskoeffizient [,n/,]
a = volumenbezogene Oberfläche [M2

/
M31

xi = Stoffkonzentration in der Flüssigkeit an der Phasengrenze [kg/m3]xl = Stoffkonzentration in der Flüssigphase [kg/M 3]

H = Henry-Koeffizient [Parn 3/kg]

ps = Sauerstoffpartialdruck in der Gasphase [Pa]
Pi = Sauerstoffpartialdruck in der Flüssigphase [Pa]



2.6 . Verfahrenstechnische Grundlagen

	

31

und Abluft sowie in der Flüssigkeit . Durch eine Bilanzierung erhält man den kla-
Wert . Die Voraussetzung des stabilen Betriebspunktes ist in biologischen Prozessen
aber nur kurzzeitig realisierbar . Weiterhin stellt die Messung der Abreicherung des
Sauerstoffes in der Gasphase eine große messtechnische Herausforderung dar . Ganz
besonders gilt dies bei Zellkulturen, deren Sauerstoffverbrauch vergleichsweise gering
ist .

. Die instationäre Methode:
Hier wird die Sauerstoffversorgung einer laufenden Kultur kurzzeitig ab- und dann
wieder angestellt . Mit einer Sauerstoffelektrode werden der Abfall und spätere Anstieg
der Sauerstoffkonzentration im Kulturmedium gemessen . Aus dem Abfall errechnet
sich der Sauerstoffverbrauch der Zellen, womit dann zusammen mit dem gemessenen
Anstieg der kla-Wert errechnet werden kann .
Eine Variation dieser Methode arbeitet ohne biologischen Verbraucher . Der Sauerstoff
der Flüssigphase wird mit Stickstoff ausgeblasen . Danach wird nur der Anstieg der
Sauerstoffkonzentration durch die Begasung gemessen, woraus sich direkt der kla-
Wert errechnen lässt .

" Die Sulfit-Methode :
In der Abwesenheit von Zellen wird in Anwesenheit eines Kupfer- oder Kobaltkataly-
sators Natriumsulfit oxidiert . Die Konzentration des Sauerstoffs in der Flüssigphase
ist dadurch immer gleich Null . Aus der zeitlichen Normalitätsänderung der Sulfit-
Lösung oder der Messung der sich abreichernden Gasphase kann der Sauerstoffeintrag
bestimmt werden .

Bei einer Membranbegasung muss statt des flüssigkeitsseitigen Stoffübergangskoeffizien-
ten, der Stoffdurchgangskoeffizient verwendet werden . Dabei gilt :

mit : K = Stoffdurchgangskoeffizient

	

[m/s]

k� z = Stoffübergangskoeffizient der Membran [m/s]

K =

	

1

	

_i

	

(2 .15)
km + kl

Der Stoffübergangskoeffizient der Membran lässt sich mit der Permeabilität des Mem-
branwerkstoffes und der Wandstärke der Membran berechnen :

mit : P = Permeabilität der Membran [kg/mPas]

6 = Membranwandstärke

	

[m]

km =
PH

	

(2.l6)

Auch hier kann der gasseitige Transportwiderstand vernachlässigt werden .
Im Falle einer Begasung mit einer durchströmten Schlauchmembran muss für die Wand-

stärke allerdings ein korrigierter Wert eingesetzt werden . Falls die Flüssigphase durch den
Schlauch geleitet wird, während sich die Gasphase außerhalb des Schlauches befindet, gilt :

mit : di = Schlauchinnendurchmesser [m]
da = Schlauchaußendurchmesser [m]

8 = 2 di In

	

a

	

(2.17)
( di )
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Darüber hinaus muss als treibendes Gefälle hier der logarithmische Mittelwert zwischen
dem Gefälle am Eingang und am Ausgang der Schlauchmembran eingesetzt werden . Ins-
gesamt gilt daher für den Gesamt-Massenstrom über die Membran:

mit: A

	

= Membranfläche

	

[m2 ]
pl,A = Partialdruck in der Flüssigkeit am Ausgang der Membran [Pa]
pl,E = Partialdruck in der Flüssigkeit am Eingang der Membran [Pa]
V

	

=Volumenstrom durch die Membran

	

[m3/S]

Der flüssigkeitsseitige Stoffeintrag bei einer solchen Schlauchmembran-Begasung lässt
sich auch dimensionslos darstellen . Die Kennzahlen dieses Problems sind die Rohr-Rey-
noldszahl :

Sh = ki dZ

	

(2.21)D
Aus der Analogie von Stoff- und Wärmeaustausch kann man für das vorliegende Problemeine empirische Gleichung angeben [185] :

2. Theoretischer Hintergrund

_ KA pl,A - pt,E

	

_ Vm

	

H

	

P9-PI,E

	

H (pl,A - pt,E)

	

(2.18)
In (Pg-PI,A ~

_

Sh =

	

3,663 + 1,613 ReR Sc L

	

(2.22)
mit : L Länge der Schlauchmembran [m]

2.6.4

	

Laminare Scherkräfte im Rotationsviskosimeter
Die Scherkräfte in realen Bioreaktoren sind ähnlich wie die Strömungs-Charakteristik nichtgenau zu bestimmen. Für einen Vergleich des Verhaltens von verschiedenen Zelltypen un-ter Scherbelastung setzt man die Zellen definierten laminaren Scherkräften aus. Die idealelaminare Strömung bildet sich zwischen einer ruhenden und einer sich bewegenden plan-parallelen Platte aus. Hier gilt bei Newton'schen Fluiden:

=mit: T = Schubspannung

	

[Pa]
T

	

ny

	

(2 .23)
rl = dynamischen Viskosität

	

[kg/m s]'y = Geschwindigkeitsgradienten[i/s]

ReR v- di (2.19)v
mit: v = mittleren Strömungsgeschwindigkeit der Flüssigkeit [m/s]

die Schmidtzahl :

Sc = D (2.20)
mit: D = Diffusions-Koeffizienten der Flüssigkeit [m/s]

und die Sherwoodzahl :
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Abbildung 2.12 : Taylorwirbel in einem Searle-Viskosimeter (nach [196])

In der Praxis ist ein solches System nur schwer realisierbar . Daher verwendet man Ro-
tationsviskosimeter . In diesen wird in einem Spalt zwischen zwei konzentrischen Zylindern
durch die Bewegung einer der Zylinder eine laminare Strömung erzeugt . Wird dabei der
äußere Zylinder bewegt, spricht man von einem Couette-System, bei Bewegung des inneren
Zylinders von einem Searle-System . Wählt man den Spalt zwischen den Zylindern klein ge-
nug, so kann von einer konstanten Schubspannung über die ganze Spaltbreite ausgegangen
werden .
Im Searle-System können jedoch Störungen der Strömung durch Zentrifugalkräfte entste-

hen . Lange bevor die Strömung turbulent wird, können sich dadurch im System gegenläufige
Ringwirbel, so genannte Taylorwirbel, bilden (Abbildung 2 .12) . Für die Charakterisierung
des Strömungszustandes wird daher bei Rotationsviskosimetern nicht die Reynolds-Zahl,
sondern die Taylorzahl Ta herangezogen .
Die Taylorzahl ist definiert als :

mit : w = Winkelgeschwindigkeit

	

[1/s]

S = Spaltbreite

	

[m]
ri = Radius des inneren Zylinders [m]

Üri
~. o,s

Ta =
W

	

(2 .24)
2

Bis zu einer Taylorzahl von 41,3 ist die Strömung laminar . Im Bereich zwischen 41,3 und
400 bilden sich Taylorwirbel aus, und bei Werten über 400 ist die Strömung vollständig
turbulent .



KAPITEL 3

3 .1 Medien

3.1 .1 Kulturmedien

Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien und Methoden der vorliegenden
Arbeit erläutert . Es wird dabei im Wesentlichen auf die prinzipiellen Vorgehensweisen
eingegangen . Ein Herstellernachweis der Geräte und Chemikalien findet sich im Anhang
in Kapitel B auf Seite 187, die genaue Zusammensetzung der verwendeten Medien und
Lösungen in Kapitel C auf Seite 193 und die detaillierten Protokolle der Methoden in Ka-
pitel D auf Seite 195 . Alle Arbeiten mit Zellen, Medien und Seren wurden unter sterilen
Bedingungen durchgeführt . Die Arbeiten, die ein Öffnen der sterilen Behältnisse erforder-
ten, fanden unter einer Sicherheitswerkbank statt .

Sämtliche in dieser Arbeit benutzten Medien sowie die Seren und das Plasma sind kommer-
ziell in flüssiger Form erhältlich . Sie werden steril verpackt geliefert und längerfristig bei -20
°C gelagert . Kurzfristige Lagerungen, wie sie in den Vorlageflaschen während perfundierter
Kulturen notwendig sind, finden bei 4 °C statt . Die genauen Medienzusammensetzungen
der sehr unterschiedlichen Kulturen dieser Arbeit werden zusammen mit den Ergebnissen
der jeweiligen Experimente beschrieben .

Für serumhaltige Kulturen früher hämatopoetischer Zellen wurde als Basalmedium Iscove's
Modified Dulbecco's Medium (IMDM) eingesetzt . Dieses Medium ist stark mit Aminosäu-
ren, Vitaminen und Glukose angereichert . Die Zusammensetzung ist vollständig bekannt
und in Kapitel C auf Seite 193 aufgelistet . IMDM wurde, soweit es nicht anders angegeben
ist, ohne den Zusatz von Antibiotika verwendet .
Für die serumhaltige Kultivierung der T-Lymphozyten, der Zielzellen des Zytotoxizitäts

Assays und teilweise für die stromalen Zelllinien kam als Basalmedium RPMI 1640 zum
Einsatz . Auch dieses Medium ist vollständig dokumentiert und im Anhang beschrieben .
Die Zusammensetzung unterscheidet sich nur wenig vom IMDM, wobei die Inhaltsstoffe in
geringeren Konzentrationen vorliegen .
Das serumfrei verwendete X-Vivo 10 ist ein spezielles Medium für die humane Zell-

kultur . Seine genaue Zusammensetzung ist nicht bekannt, doch wird dieses Medium auf
der Basis von IMDM hergestellt . Es enthält zusätzliche Bestandteile, wie humanes Insu-
lin, Transferrin und Albumin, weshalb es nicht zu den definierten Medien gezählt werden
kann . X-Vivo 10 ist in zwei Varianten erhältlich, entweder mit dem pH-Indikator Phenol-
rot und dem Antibiotikum Gentamicin oder ohne diese beiden Stoffe . Letzteres wurde bei
den antibiotikafreien Kultivierungen hämatopoetischer Zellen verwendet. In diesen Fällen
wurde das Phenolrot als steril filtrierte Lösung entsprechend der Konzentration im IMDM
ergänzt . Für die Kultivierung der Zelllinie NK-92 wurde das Medium mit dem Zusatz von
Gentamicin, Phenolrot und humanem Plasma verwendet .

Als zweites undefiniertes und serumfreies Medium kam CellGro SCGM (Stem Cell Growth
Medium) zum Einsatz . Dieses Medium ist speziell für frühe hämatopoetische Zellen ent-
wickelt worden und wird im Normalfall antibiotil afrei verwendet.
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3.1.2

	

Seren und Plasma

Serum ist der flüssige Anteil des Blutes, der nach der Blutgerinnung verbleibt . Im Rahmen

dieser Arbeit wurde fötales Kälberserum (englisch Fetal Calf Serum (FCS)) und Pfer-

deserum (englisch horse serum (HS)) benutzt . Jede neue Serumcharge wurde vor ihrem

Gebrauch auf ihre Wirkung bei hämatopoetischen Zellen getestet . Die Chargen, die im

Vergleich zu vorhandenen Chargen eine geringere Proliferation der Zellen bewirkten, wur-
den verworfen . Die übliche Konzentration des Serums betrug für das FCS 10%, nur bei
der Kultivierung von hämatopoetischen Vorläuferzellen wurden abweichend davon 12,5 %
FCS und 12,5 % HS eingesetzt .

Für die Kultivierung der Zelllinie NK-92 wurde humanes hitzeinaktiviertes Quarantäne-
Plasma (hhiQ-Plasma) verwendet . Im Gegensatz zum Serum ist das Plasma der flüssige
Anteil des Blutes nach der Zellabtrennung, der, beispielsweise mit Trinatriumzitrat, unge-
rinnbar gemacht wurde . Es enthält insbesondere noch Fibrinogen [90] . Das Plasma wird
sechs Monate bei -20 °C in Quarantäne gelagert . Der Spender des Plasmas, der nach all-
gemeinen Kriterien, wie etwa dem Blutbild, gesund sein muss, wird vor der Spende und
nach dem Ablauf der sechsmonatigen Quarantänezeit zusätzlich auf Infektionen mit HIV,
Hepatitis B und C sowie Syphilis (TPHA-Test) getestet . Erst bei negativen Befunden für
alle Tests wird das Plasma freigegeben . Für die Hitzeinaktivierung wird das Plasma für
30 Minuten auf 56 °C erhitzt . Dabei fallen die Proteine aus, insbesondere die Immunglo-
buline, die bei einem Einsatz mit immunkompetenten Zellen unter Umständen ungewollte
Reaktionen hervorrufen können . Das hitzeinaktivierte Plasma wird abzentrifugiert und der
Überstand abgenommen . Vor dem Einsatz des aufgearbeiteten Plasmas wurde ein zusätz-
licher Steriltest angelegt .

Eine identische Hitzeinaktivierung ist für die Kultivierungen der T-Lymphozyten auch
mit FCS durchgeführt worden .

3.2 Zytokine

3 . Allateria.l und Allethoden

Alle in der vorliegenden Arbeit benutzten Zytokine sind mit rekombinanten Organismen
produzierte und kommerziell erhältliche humane Wachstumsfaktoren . Für die Kultivierung
von CD34+-Zellen kamen drei Zytokinkombinationen zum Einsatz . Diese sind in Tabel-
le 3.1 auf der nächsten Seite aufgelistet . Der erste Zytokinstandard wurde aus Erfahrungen
aus der Literatur zusammengestellt . Aufgrund der schnellen Entwicklungen im Bereich
der Kultivierung hämatopoetischer Zellen wurde während der Arbeit der zweite Standardeingeführt . Der dritte Standard entstammt einer strukturierten Untersuchung über denEinfluss der Zytokine, bei der die optimierte Kombination mithilfe eines genetischen Al-gorithmus bestimmt worden war [261] . Der genetische Algorithmus ist ein mathematischstrukturierter Ansatz für eine parallele Optimierung von Medienzusammensetzungen ineinem Mehrparameterfeld [295] . Die Zielgröße der Optimierung war dabei die maximaleExpansion der CD34+-Zellen pro eingesetzter Menge Zytokine.Um die Übersichtlichkeit zu erhöhen, werden in den Beschreibungen der Kultivierungenvon CD34+-Zellen der folgenden Kapitel nur noch die Nummern der eingesetzten Standardsgenannt, wie sie in Tabelle 3 .1 auf der nächsten Seite definiert sind .Die wesentlichen Eigenschaften der verwendeten Zytokine sind im Folgenden vorgestellt(nach [3, 28, 46, 74, 93]) :

" Interleukin-2
IL-2 ist ein Glykoprotein mit einer Masse von 16 kDa, das in vivo hauptsächlich vonT-Lymphozyten produziert wird . Es zeigt eine stark stimulierende Wirkung rauf dieProliferation von T- und B-Lymphozyten sowie NK-Zellen .



3.3. Zellen und Zellaufreinigung

Tabelle 3 .1 : Die Zytokinkombinationen für die Kultivierung CD34+-Zellen dieser Arbeit

" Interleukin-3
IL-3 ist ein stark glykosyliertes Protein mit einer Masse von 28 kDa und wird im Men-
schen ebenfalls von T-Lymphozyten produziert . Es wirkt positiv auf die Proliferation
von sehr frühen hämatopoetischen Zellen und zeigt synergistische Eigenschaften mit
anderen Zytokinen .

" Interleukin-6
Interleukin-6 (IL-6) hat eine Molekülmasse von 25 kDa. Im Organismus wird es von T-
Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten, Fibroblasten und Hepatozyten hergestellt .
Ähnlich wie das IL-3 zeigt IL-6 Synergien mit anderen Wachstumsfaktoren und wirkt
auf frühe hämatopoetische Zellen .

" Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
Der GM-CSF ist ein Zytokin, das von Makrophagen, Endothelzellen und T-Lym-
phozyten produziert wird . Es ist 22 kDa schwer . GM-CSF ist ein auf weiter ausdiffe-
renzierte Zellen wirkendes Zytokin . Es hat starke Wirkung auf die Proliferation und
Aussdifferenzierung von Granulozyten und Makrophagen, auf reife neutrophile und
eosinophile Zellen sowie Monozyten.

" Stem Cell Factor
Der 28 kDa schwere SCF ist ein sehr potentes glykosyliertes Zytokin, das sehr frü-
he Vorläuferzellen der myeloiden und lymphoiden Reihe unterstützt, aber auch reife
Granulozyten, Mastzellen und Megakaryozyten . Er wird von den stromalen Zellen im
Knochenmark gebildet .

" FLT-3 Ligand
FL ist ein stark synergistischer Wachstumsfaktor mit einer Masse von 30 kDa . Er
unterstützt sehr frühe Vorläuferzellen sowie reife Granulozyten, Makrophagen und
Megakaryozyten . Er wird von stromalen Zellen, besonders den Fibroblasten produ-
ziert .

" Thrombopoietin
Thrombopoietin (TPO) ist ein 60-70 kDa schweres Zytokin, das von den stroma-
len Zellen des Knochenmarks produziert wird . Es fördert die Megakaryozyten und
Thrombozytenbildung, aber auch den Erhalt der sehr frühen hämatopoetischen Zel-
len .

3.3

	

Zellen und Zellaufreinigung

3.3 .1 Zelllinien
3 .3 .1.1 KG-1

37

Die KG-1 ist eine humane kontinuierliche Zelllinie, die 1978 von KOEFFLER und GOLDS
etabliert wurde [111] . Sie wurde aus Knochenmarkaspirat eines 59-jährigen, weißen Mannes

Standard 1 Standard 2 Standard 3
5 ng/mL IL-3 10 ng/inL IL-3 10 ng/mL IL-3
1 ng/mL GM-CSF 100 ng/mL IL-6 50 ng/mL IL-6
5 ng/mL SCF 50 ng/mL GM-CSF 50 ng/mL SCF

50 ng/inL SCF 10 ng/mL FL
100 ng/mL FL
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gewonnen, der an einer erythroiden Leukämie litt, die sich zu einer akuten myeloiden
Leukämie entwickelt hatte. Die KG-1 entstammt einer frühen myeloiden Vorläuferzelle
und trägt insbesondere die Oberflächenmoleküle CD34 und CD45. Eine genaue Auflistung
aller Oberflächenmoleküle findet sich bei PASTERNAK und PASTERNAK [203] .

Diese Zelllinie wächst in Suspension und neigt nicht zu Adhärenz oder Aggregatbildung .
Sie benötigt serumhaltiges Medium, jedoch keine Zytokine . Dies zeichnet die Zelllinie be-
sonders aus. Sie ist die einzige verfügbare CD34+-Zelllinie, die zytokinfrei wächst . Damit
ist sie die ideale Modellzelllinie für Entwicklungszwecke . Bei sehr langer Kultivierung von
über 10 Monaten oder einer Stimulierung mit Zytokinen können die Zellen in Granulo-
zyten und Makrophagen ausdifferenzieren . Bei diesem Vorgang werden die Zellen wieder
adhärent und verlieren das CD34-Oberflächenmolekül [239].

Die KG-1 ist sowohl über die American Type Culture Collection (ATCC) (Zelllinie
Nummer: CCL-246), die European Collection of Cell Cultures (ECACC) (Zelllinie Num-
mer: 86111306), als auch die Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkultur
GmbH (DSMZ) (Zelllinie Nummer: ACC 14) erhältlich .

3.3 .1.2 NK-92

3. llrlaterial und A1ethoden

Bei der NK-92 handelt es sich wie bei der KG-1 um eine kontinuierliche Zelllinie. Sie wurde
1992 etabliert und 1994 von GONG und seinen Mitarbeitern zuerst beschrieben [68] . Die
Zelllinie ist aus dem peripheren Blut eines 50-jährigen, weißen Mannes mit granulärem
Lymphom, einer aggressiven Form des Non-HODKIN-Lymphoms, gewonnen worden. Sie ist
unter anderem CD56+ und CD3-, weshalb sie eindeutig den Natürlichen Killer(NK)-Zellen
zugeordnet werden kann . Ungewöhnlich ist jedoch, dass ihr das CD16-Oberflächenmolekülfehlt .
Primäre NK-Zellen haben in vivo die Aufgabe, maligne Zellen zu binden und zu lysieren .Diese zytotoxischen Fähigkeiten zur Abtötung von Tumorzellen sind bei der NK-92 immernoch stark ausgeprägt . Sie ist dabei gegen sehr viele verschiedene Tumorarten wirsam,darunter Melanome, Leukämien, Lymphome und Myelome [107, 260, 304, 305] . In dieserBeziehung ist sie die effektivste NK-Zelllinie, die derzeit zur Verfügung steht. Die Fähigkeitgeht auch zunächst dann nicht verloren, wenn sie durch eine radioaktive Bestrahlung von10 Gy wachstumsarretiert wird [108, 106] . Daher ist sie von großem Interesse für klinischeAnwendungen. So ist geplant, die Zelle zum Tumor-Purging bei Transplantationen [108]und Immuntherapien [260] einzusetzen . Schon heute ist sie Teil eines klinischen Versucheszur direkten Behandlung von Krebspatienten (siehe Kapitel 9 auf Seite 141) .Die Zellen wachsen in Suspension nicht adhärent, neigen aber zur Aggregatbildung . Siesind serumabhängig und benötigen geringe Mengen IL-2 . Das ursprünglich beschriebeneMedium bestand aus Alpha Medium mit 12,5 % FCS, 12,5 % HS, 10-6 Mol Hydrokorti-son und 50%L IL-2 [68] . Die NK-92 ist bei der ATCC (Zelllinie Nummer: CRL-2407)erhältlich .

3.3 .1 .3

	

Stromale Zeltlinien
Für die KO-Kultivierung mit hämatopoetischen Zellen ist es entscheidend, dass die stro-malen Zellen durch radioaktive Bestrahlung wachstumsarretiert werden können. Sie dürfendabei nicht ihre Fähigkeiten zur Produktion von Extrazellulär-Matrix und Zytokinen, zurAdhärenz und zur Regulation der hämatopoetischen Zellen verlieren . Bis heute ist keinehumane Zelllinie verfügbar, die in ausreichendem Maß über diese Eigenschaften verfügt .Daher werden üblicherweise murine Zellen verwendet . Im Rahmen dieser Arbeit kamendrei verschiedene murine stromale Zelllinien zum Einsatz.
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Die erste ist die M2-10B4, die 1988 aus den stromalen Knochenmarkzellen einer Maus
gewonnen werden konnte [142] . Diese Fibroblasten-Zelllinie wächst adhärent und produziert
Laminin und Kollagen Typ IV. Zusätzlich wurde eine gentechnisch modifizierte Variante
dieser Zelllinie benutzt . Diese sogenannte M2-10B4mod ist so verändert, dass sie humanes
G-CSF und IL-3 produziert [91] .

Die dritte Zelllinie ist die Sl/Sl . Sie ist ebenfalls eine Fibroblasten-Zelllinie und konnte
aus den Embryonen einer Sl/Sl-Maus gewonnen werden [258] . Dieser Maus fehlt die Fähig-
keit, SCF zu produzieren. Die Zelllinie S1/S1 ist ebenfalls gentechnisch verändert, so dass
sie humanes SCF und IL-3 produziert [91] .

Alle drei Zelllinien wurden in IMDM mit 10 % FCS kultiviert und vor ihrer Verwendung
in Ko-Kulturen mit hämatopoetischen Zellen radioaktiv mit 80 Gy bestrahlt .

3 .3.1 .4

	

Zelllinien für den Zytotoxizitäts Assay

Als Zielzelle für den Zytotoxizitäts Assay (siehe Abschnitt 3.5 .3.5 auf Seite 45) dienten
zwei unterschiedliche Zelllinien .

Die Zelllinie K-562 ist eine primäre Erythroblasten-Zelllinie, die 1970 aus dem Knochen-
mark einer 53-jährigen, weißen Patientin mit chronischer myeloider Leukämie gewonnen
wurde [151, 152] . Sie ist über die ATCC (Zelllinie Nummer : CCL-243), die ECACC (Zell-
linie Nummer : 89121407) und die DSMZ (Zelllinie Nummer : ACC 10) erhältlich .

Die Raji-Zelllinie konnte 1963 etabliert werden und stammt aus dem Oberkiefer eines
elfjährigen, farbigen Jungen mit BURKITT-Lymphom . Sie ist EBV-positiv . Diese Zelllinie
ist über die ATCC (Zelllinie Nummer : CCL-86), die ECACC (Zelllinie Nummer : 85011429)
und die DSMZ (Zelllinie Nummer : ACC 319) verfügbar .

3.3 .2

	

Primäre Zellen

3.3 .2.1 CD34+-Zellen

CD34+-Zellen wurden aus Nabelschnurvenenblut gewonnen . Das Nabelschnurblut wird
nach einer normalen Geburt eines gesunden Kindes mit der Zustimmung der Mutter aus
der durchtrennten Nabelschnur steril entnommen . Das Blut wird mit Heparin, Adenosin,
und Theophyllin versetzt, die eine Gerinnung des Blutes und Adhäsion der Thrombozyten
verhindern, und danach im Verhältnis 1 :3 mit einer Phosphate-Buffered Saline (PBS)-
Lösung ohne Ca2+ und Mg2+ verdünnt .
Zur Gewinnung der MNZ durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation wird Ficoll Sepe-

rations Solution, ein Trennmedium mit einer Dichte von 1,0779/ml,, mit dem verdünnten
Blut in einem Zentrifugenröhrchen überschichtet und abzentrifugiert (300 x g). Granulo-
zyten und Erythrozyten befinden sich danach wegen ihrer größeren Dichte am Boden des
Röhrchens und die MNZ als Bande oberhalb des Trennmediums . Über den MNZ befinden
sich das Plasma und die Thrombozyten . Diese Bande der MNZ, der so genannte Buffy
Coat, wird vorsichtig abgenommen und zweimal in PBS gewaschen . In einem weiteren
Zentrifugenröhrchen kann dann ein Bovine Serum Albumin (BSA)-Kissen vorgelegt wer-
den, das aus PBS mit 10 % BSA besteht, und auf das die gewaschenen Zellen überschichtet
werden . Beim anschließenden Abzentrifugieren (300 x g) sedimentieren die MNZ, während
verbliebene Thrombozyten eine Bande oberhalb des BSA-Kissens bilden, die dann ent-
fernt werden kann . Nach einer zweimaligen Wiederholung dieser Prozedur liegt die reine
Fraktion der MNZ vor .
Für die weitere Aufreinigung auf die Fraktion der CD34+-Zellen wurde das Magnetic Cell

Sorting (MACS)-CD34 Progenitor Cell Isolation Kit nach den Anweisungen des Herstellers
verwendet [175] . Dabei nimmt man die MNZ in MACS-Puffer (PBS + 0,5 % BSA + 2mM



40

magnetische

	

anti-Hapten Antikörper

	

Hapten

MACS-MicroBeads

3. Material und Methoden

Zelle

magnetisierbare Kugel

	

anti-CD34 Antikörper

	

CD34 Oberflächenmolekül

Abbildung 3.1 : Die Antikörperbindung der CD34+-Zellen an die MACS-MicroBeads

EDTA) auf und wäscht sie einmal . Danach wird die Suspension mit FcR-Blocker und mo-
noklonalen Hapten-konjugierten anti-CD34-Antikörpern 15 Minuten bei 4 °C inkubiert und
anschließend noch einmal in MACS-Puffer gewaschen. Die Zellen werden dann mit supra
paramagnetischen MACS-MicroBeads, die an einen anti-Hapten-Antikörper gebunden sind,
für weitere 15 Minuten bei 4 °C inkubiert und erneut in MACS-Puffer gewaschen. Nun sind
über die beiden Antigen-Antikörper-Bindungen MACS-MicroBeads an die CD34+-Zellen
gebunden (vergleiche Abbildung 3 .1) . Eine mit ferromagnetischen Kugeln vorgefüllte Se-
parationssäule wird in ein Magnetfeld platziert, mit der markierten Zellsuspension gefüllt
und dreimal mit MACS-Puffer gewaschen . Zellen, die den anti-CD34 Antikörper gebunden
haben, verbleiben in der Säule. Zellen ohne Antikörper spült man bei den Waschschritten
heraus . Anschließend wird die Säule aus dem Magnetfeld entfernt . Die Partikel verlieren
dadurch ihre Magnetisierung und die CD34+-Zellen können aus der Säule herausgespült
werden . Der Aufreinigungsschritt über die Säule wird noch einmal wiederholt . Auf diese
Weise werden Reinheiten von durchschnittlich weit über 90 % CD34+-Zellen erreicht .
Für eine dauerhafte Lagerung werden die Zellen in FCS mit 10% Dimethylsulfoxid (DM-

SO) aufgenommen und bei -80 °C in einem Kryoeinfriergerät mit 2-Propanol eingefroren.
Nach 48 Stunden wird die kryokonservierte Probe in flüssigen Stickstoff umgelagert . Auf
diese Weise lassen sich Proben über Jahrzehnte ohne Beeinträchtigungen der Zellen lagern
[257] .

3 .3 .2 .2 T-Lymphozyten

Primäre T-Lymphozyten wurden aus dem peripheren Venenblut, das heißt aus normalen
Blutspenden, gesunder freiwilliger Spender gewonnen . Der Anteil an Lymphozyten in einer
solchen Spende ist sehr hoch, weshalb üblicherweise keine spezifische Aufarbeitung notwen-dig ist . Aus der Blutspende wird, wie in Abschnitt 3.3 .2 .1 auf der vorherigen Seite beschrie-ben, die MNZ-Fraktion isoliert . Anschließend trennt man verbliebene adhärente Zellen, dassind Monozyten und verbliebene Granulozyten, durch Plastikadhärenz abgetrennt . Dazuinkubiert man die MNZ für eine Stunde in Kulturmedium in einer Gewebekulturflascheim Brutschrank. Die nicht adhärenten Zellen können dann mit dein Überstand abgezogenwerden . Die Kryokonservierung von Lymphozyten erfolgt analog zu den CD34+-Zellen .



3.4. Kultivierungsmethoden

Tabelle 3.2 : Zeitgestaffelte Zugabe von Frischmedium zum schonenden Auftauen von CD34+-
Zellen

Zeitpunkt nach dem Auf- 0

	

1

	

2

	

3

	

4

	

5

	

6

	

7

	

8

	

9
tauen [min]
Zuzugebende Medienmenge 0,1 0,12 0,15 0,19 0,26 0,36 0,52 0,86 1,69 4,75
[mL/n,L Kryokonservat]

3.4 Kultivierungsmethoden
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Dieser Abschnitt beschreibt die allgemeinen Vorarbeiten für die Kultivierungen . Die De-
tails der einzelnen Kulturen werden im Zusammenhang der experimentellen Ergebnisse
erläutert .

3 .4.1

	

Auftauen von kryokonservierten Proben

Alle Zellkulturen wurden mit kryokonservierten Proben gestartet . Dazu wird eine Probe
in einem Wasserbad bei 37 °C schnell aufgetaut . Sobald das letzte Eis geschmolzen ist,
werden die Zellen in 10 mL gekühltes IMDM mit 10 % FCS überführt und abzentrifugiert .
Der Waschschritt entfernt insbesondere das zellschädigende DMSO . Abschließend kann
man die Zellen in dem gewünschten Kulturmedium aufnehmen .

Ein besonders schonendes Verfahren wurde bei den primären Spenderzellen angewandt .
Hierbei werden nach dem Auftauen den Zellen langsam ansteigende Mengen an IMDM
mit 10 % FCS zugegeben (siehe Tabelle 3.2) . Durch dieses Vorgehen passt sich die Osmo-
lalität langsam an die des Kulturmediums an. Man verhindert so, dass die Zellen einem
osmotischen Schock ausgesetzt sind .

3.4 .2

	

Vorkultivierung und Stammhaltung

Die Vorkultivierung und Stammhaltung wurden in handelsüblichen Gewebekulturflaschen
im Brutschrank bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und in einer Gasatmosphäre aus Luft mit
5 % COZ durchgeführt . Die Stammhaltung der Suspensions-Zelllinien erfolgte bei Zelldich-
ten zwischen 1 .105 und 2.106 C/mL in IMDM mit 10 % FCS im Falle der KG-1 und mit RPMI
1640 mit 10 % FCS bei der Raji und K-562. Für die Anzucht stromaler Zelllinien wurde
der Inhalt einer kryokonservierten Probe in eine Gewebekulturflasche inokuliert . Sobald
die Kultur konfluent war, mussten die Zellen mit Trypsin enzymatisch abgelöst und in eine
1 :2 Verdünnung aufgeteilt neu inokuliert werden . Dem Medium der genetisch modifizier-
ten Zelllinien M2-10B4mod und Sl/Sl setzt man bei jeder zweiten Passage die Antibiotika
Geneticin und Hygromycin B zu . Diese töten selektiv die Zellen, die in ihrem Genotyp
von den ursprünglichen genetisch veränderten Zellen abweichen. Die Zellen wurden vor der
Bestrahlung abgelöst und in einem Zentrifugenröhrchen in 20 mL Kulturmedium aufge-
nommen . Bei den Stromale Zelllinien l am IMDM mit 10 % FCS als Kulturmedium zum
Einsatz .

3.4.3

	

Vor- und Nachbereitung der Kulturgefäße

Gewebekulturflaschen und -platten sowie Teflon-Beutel sind kommerziell erhältliche steril
verpackte Einmalartikel . Sie sind nicht autoklavierbar und sind nach Gebrauch zu verwer-
fen .
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Tabelle 3.3 : Verwendete Messgrenzen bei der Zellzahlbestimmung mit dem CASYI-Partikelzähl-
gerät

3 .5 Analytische Methoden

3.5.1

	

Zellzahl und Vitalität

3. Material und Methoden

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Systeme sind dagegen autoklavierbar und man
kann sie wiederverwenden . Vor Gebrauch wurden sie deshalb autoklaviert, anschließend
mit dem jeweiligen Kulturmedium gefüllt und für mindestens 24 Stunden einem Steriltest
unterzogen . Für den Fall, dass das spätere Kulturmedium antibiotikahaltig war, kam für
den Steriltest ein antibiotikafreies Medium zum Einsatz. Nach dem Steriltest wurde das
Medium in jedem Falle entfernt und die Kultur mit frischem Medium gestartet.

Die eventuell benutzten Messelektroden mussten vor dem Start der Kultur nach den
Angaben des Herstellers kalibriert werden . Bei den pH-Einstab-Messketten geschah dies vor
dem Sterilisieren, bei den amperometrischen Sauerstoff-Elektroden, die nach dem Clark-
Prinzip funktionieren, während des Steriltests.
Nach Abschluss der Kultivierung wurden die Kulturgefäße mit den eventuell verbliebenen

Medium und Zellen autoklaviert, alle Bauteile gründlich gereinigt und Verschleißteile, wie
Elektroden-Membranen, bei Bedarf gewechselt .

Die Zahl der Zellen aus Suspensionskulturen wurde direkt nach der Probenahme in ei-ner Neubauer-Zählkammer (Hämozytometer) oder mit dem CASYI-Partikelzählgerät be-stimmt . Das Partikelzählgerät bestimmt die Lebendzellzahl anhand der Größenverteilung .Vitale Zellen sind häufig größer als tote Zellen . Für eine zuverlässige Zählung ist eine in-dividuelle Einstellung der Messgrenzen für jeden Zelltyp entscheidend . In Tabelle 3.3 sinddie Grenzen für die Messung der vitalen Zellzahl der Zelltypen in dieser Arbeit angegeben.Die Vitalität wurde mit einer Trypanblau-Färbung, bei der das Zytosol toter Zellen ge-färbt wird, im Hämozytometer ermittelt . Die Aussagekraft einer Vitalitätsbestimmung istaber gering . Es werden nur tote, aber noch ganze Zellen erfasst. Zellen, die zerstört sind,oder apoptotische Zellen können so nicht bestimmt werden . Daher wurde die Vitalitätsbe-stimmung nur als Qualitätskontrolle durchgeführt und stellt keinen Kultivierungsparameterdar.
Bei immobilisierten Kulturen mussten zunächst die Zellen von der Oberfläche abgelöstwerden. Dies geschah entweder mit Trypsin, das enzymatisch Zellen von Oberflächen ab-löst, oder bei Kollagenträgern mit Kollagenase, das den Träger auflöst. Nach dem Ablösenwurden die Zellen wie die Suspensionszellen gezählt. Als zweite Möglichkeit bei immobili-sierten Zellen wurde eine Kernfärbung eingesetzt . Dabei inkubiert man die Zellen für 24Stunden mit einer Kristallviolettlösung . Die in dieser Lösung vorhandene Zitronensäurelysiert die Zellen und das Kristallviolett färbt die Zellkerne . Die Anzahl der Kerne, diesich nach der Zelllyse in Suspension befinden, kann dann in einer Neubauer-Zählkammerbestimmt werden .

Zelltyp Untere Messgrenze [Mm] Obere Messgrenze [mm]

hiimatopoetische Vorlduferzellen 6,00 30,00
T-Lymphozyten 7,80 30,00
Zelllinie M2-10B4 12,00 30,00
Zelllinie Sl/Sl 10,20 30,00
Zelllinie NK-92 11,10 30,00
Zelllinie KG-1 9,15 30,00
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3.5 .2

	

Durchflusszytometrische Analysen

Die Phänotypisierung der Zellen aufgrund ihrer spezifischen Oberflächenmarker (verglei-
che Tabelle 2 .3 auf Seite 7) erfolgt mithilfe eines Durchflusszytometers . Bei dieser Methode
werden monoklonale Antikörper gegen spezifische Oberflächenmoleküle eingesetzt, an die
z.B . die Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein Isothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE) oder
Cy-Chrome gekoppelt sind . Im Durchflusszytometer wird die markierte Zellsuspension in
einer Kapillare durch eine Messzelle geführt, in der die Zellen einzeln einen Laserstrahl pas-
sieren . Durch das Licht des Lasers (488 nm) werden die Markierungssubstanzen je nach Typ
zur Emission von Licht verschiedener Wellenlängen angeregt . Die Intensität des emittierten
Lichts wird durch Fotodetektoren gemessen und ist proportional zur Ausprägung des zu
untersuchenden Kennzeichens . Durch unspezifische Bindungen der Antikörper könnte die
Messung beeinträchtigt werden, weshalb parallel zu den Proben immer eine Negativkontrol-
le untersucht wird . Dazu setzt man Antikörper ein, die den gleichen Isotyp wie spezifischen
Antikörper aufweisen, aber keine Strukturen der humanen Zellen erkennen können (zum
Beispiel Maus IgG1-FITC und Maus IgG1-PE) . Neben spezifischen Oberflächenmolekü-
len werden im Durchflusszytometer standardmäßig die relative Zellgröße und -granularität
über ein für diese Parameter typisches Streulichtmuster analysiert .
Für die Färbungen wurden 105 bis 106 der Suspensionszellen oder abgelösten immobili-

sierten Zellen (siehe Abschnitt 3.5.1 auf der vorherigen Seite) in 100 pl PBS aufgenommen.
Danach wurde diese Suspension mit jeweils 5 pl eines FITC- und eines PE-markierten An-
tikörpers für 30 min bei 4 °C inkubiert . Nach zwei Waschschritten mit PBS wurden die
Zellen direkt vermessen .

3.5 .3

	

Biologische Assays

3.5 .3.1 Methylzellulose-Assay
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Mit dem Methylzellulose-Assay können die CFC nachgewiesen werden . Das semisolide
Methylzellulose-Medium enthält die Zytokine EPO, SCF, GM-CSF und IL-3, die die Pro-
liferation und Ausdifferenzierung der Zellen bewirken . Die Nachkommen einer einzelnen
Vorläuferzelle bilden in einem Zeitraum von zwei Wochen einen zusammenhängenden Zell-
haufen, eine so genannte Kolonie, da ein Wandern der Zellen durch die hohe Viskosität
verhindert wird . Die Zellen werden in so hoher Verdünnung in das Medium gegeben, dass
sich die Kolonien nicht überschneiden . Die Kolonien sind so optisch unter einem Invertmi-
kroskop auszählbar . Die verschiedenen Vorläuferzellen (vergleiche Tabelle 2 .2 auf Seite 7)
lassen sich anhand der Form und Farbe der Kolonie und der Morphologie der Einzelzellen
typisieren .
Zur Durchführung des Assays setzt man je nach Kulturdauer unterschiedliche Zellmen-

gen ein, da im Verlauf einer Kultur die Zellen teilweise ausdifferenzieren . Vom Inoku-
lum wurden 100 Zellen, von den Proben an den Tagen vier und sieben 250 Zellen und
ab Tag zehn 500 Zellen in 100 ML IMDM in einen Milliliter Methylzellulose-Medium ge-
geben . Diese Zellsuspension wurde gut vermischt und in einer 35 mm-Gewebekulturschale
im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2) für zwei Wochen kultiviert . Grundsätzlich gehörte eine
Doppel-Bestimmung zum Standardvorgehen, bei der Inokulums-Probe sogar eine Dreifach-
Bestimmung.

3.5 .3.2

	

Cobblestone Area Forming Cells-Assay

Der CAFC-Assay ist prinzipiell eine genormte Kultivierungsbedingung, unter der sehr frühe
Zellen überleben, weiter ausdifferenzierte jedoch absterben . Dafür werden die Zellen in
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Gewebekulturplatten mit 96 Vertiefungen in serumhaltiger Ko-Kultur mit stromalen Zellen
6 Wochen lang kultiviert .

Als stromale Zellen kam eine Mischung zu gleichen Teilen von jeweils 6 . 103 Zellen/Vertiefung

der Zelllinien M2-10B4mod und Sl/Sl zum Einsatz . Beide wurden vor der Verwendung mit
80 Gy bestrahlt . Nach der Adhäsion der stromalen Zellen wurden die hämatopoetischen
Zellen in sechs verschiedenen Dichten und jeweils zehn parallelen Ansätzen in 100 [IL Me-
dium pro Vertiefung inokuliert . Die Dichte reichte dabei von 1 bis 243 Zellen pro Vertiefung
bei der Analyse des Inokulums . Für Untersuchungen von Proben aus einer Kultur wurde
jeweils die zehnfache Dichte eingesetzt . Nach sechs Wochen Kultur im Brutschrank (37
°C, 5 % C02), während dessen einmal pro Woche die Hälfte des Mediums erneuert wur-
de, konnte der Assay unter dem Invertmikroskop ausgezählt werden . Als Medium diente
IMDM mit 12,5 % FCS, 12,5 % HS und 1 % Penicillin/Streptomycin-Lösung .
CAFC bilden unter den beschriebenen Bedingungen räumlich zusammenhängende Clu-

ster, die an Kopfsteinpflaster erinnern . Wenn eine Vertiefung mindestens einen Cluster mit
6 charakteristischen Cobblestone-Zellen aufweist, wird sie als positiv gewertet . Andern-
falls ist die Vertiefung als negativ zu werten . Aufgrund der verschiedenen Zelldichten kann
hieraus eine quantitative Aussage über die Zahl der CAFC gemacht werden .

3.5.3.3

	

Long-Term Culture Initiating Cells-Assay

Der LTC-IC-Assay ist eine Erweiterung des CAFC-Assays um einen Methylzellulose-Assay.
Hierbei wird nach Abschluss des CAFC-Assays die Platte abzentrifugiert, das Medium
entfernt und die Zellen mit Methylzellulose-Medium überschichtet . So werden sie zwei
Wochen im Brutschrank (37 °C, 5 % C02) weiterkultiviert . Aus den Zellen, die nach dem
CAFC-Assay dazu in der Lage waren, haben sich dann Kolonien gebildet . Der LTC-IC-
Assay wird äquivalent dem CAFC-Assay ausgezählt .
LTC-IC sind noch frühere Vorläuferzellen, als die CAFC (vergleiche Abbildung 2.4 auf

Seite 7) . Die Abstufung ist aber sehr gering . Alle Assays dieser Arbeit zeigten immer die
gleiche Zahl von LTC-IC und CAFC.

3 .5.3 .4

	

Immundefiziente Mäuse

Noch frühere Zellen als die LTC-IC können nur durch Tierversuche detektiert werden .Dazu werden Nonobese Diabetic/Severe Combined Immunodeficient (NOD/SCID)-Mäuseverwendet . Diese Mäuse haben eine schwere Immunschwäche-Krankheit, wodurch ihnenweder eine Antikörper vermittelte Immunantwort, noch eine durch T-Lymphozyten möglichist . Aus diesem Grund löst eine Transplantation humaner Zellen bei ihnen keine GVHD aus .Allerdings müssen sie wegen dieser Immunschwäche unter sterilen Bedingungen gehaltenwerden .
Für den Repopulierungs-Versuch werden die Mäuse mit 0,25-0,3 Gy bestrahlt, was dieZerstörung des restlichen hämatopoetischen Systems bewirkt . Innerhalb von 3-5 Stundenwerden die humanen hämatopoetischen Zellen in die Schwanzvene injiziert . Nach sechsWochen werden die Mäuse getötet und die Zellen aus dem peripheren Blut und dem Kno-chenmark mit dem Durchflusszytometer über den allgemeinen Leukozyten-Marker CD45auf den Anteil humaner Zellen getestet .
Die NOD/SCID-Versuche dieser Arbeit wurden kommerziell bei der EPO-GmbH inBerlin-Buch durchgeführt . Für jede untersuchte Probe sind dabei fünf Mäuse transplantiertworden .
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Abbildung 3.2 : Das Vorgehen beim Zytotoxizitäts Assay
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Die Funktionalität von zytotoxischen Zellen, wie spezifische T-Lymphozyten und NK-
Zellen, lässt sich mit dem Zytotoxizitäts Assay nachweisen (Abbildung 3.2) . Dazu werden
die Zellmembranen einer Ziel (Target)-Zelle mittels Elektroporation durchlässig gemacht
und die Zellen mit einem Komplex aus dem Lanthanid Europium und diethylene-triamin-
pentaacetic acid (DTPA) inkubiert . Dieser Komplex wird in die Zellen aufgenommen. In
dieser Arbeit wurden die Zelllinien K-562 und Raji als Target-Zellen verwendet . Wer-
den die mit dem Europium-Komplex markierten Zellen anschließend zusammen mit den
Effektor-Zellen, das heißt den zytotoxischen Zellen, inkubiert, so werden die Target-Zellen
im Falle einer zytotoxischen Wirkung von der Effektor-Zelle lysiert . Dabei wird der Eu3+-

DTPA Komplex wieder in das umgebende Medium abgegeben . Die Ausschüttung der Eu-
ropiummenge kann nach einer Umwandlung des DTPA-Komplexes mit einer 2-Naphthyl-
Trifluoraceton (NTA)-Lösung zu einem Europium-NTA-Komplex zeitverzögert fluorome-
trisch bestimmt werden und ist in Abhängigkeit des eingesetzten Verhältnisses von Ziel-
zu Effektorzelle ein Maß für die Zytotoxizität .

Alle analytischen Verfahren arbeiten mit zellfreien Flüssigkeiten . Vor der Messung müssen
daher eventuell vorhandene Zellen durch Zentrifugation aus der Probe entfernt werden .
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3.5.4.1 Osmolalität

Die Osmolalität wurde mithilfe eines Osmometers bestimmt, das die Gefrierpunkts-Er-

niedrigung in salzhaltigen Lösungen bestimmt . Dabei werden 50M1 Medium bis auf -7 °C
unterkühlt und mit einem Impfkristall zur Kristallisation gebracht . Die sich dabei einstel-
lende Gefrierpunkttemperatur ist im Vergleich zum reinen Lösungsmittel, hier Wasser, ein
Maß für die Osmolalität .

3.5.4.2 Glukose

Die Glukose-Konzentration wurde mit einem automatischen Analysator, der nach einem
enzymatisch-amperometrischen Prinzip arbeitet, gemessen . Die Methode beruht auf der
oxidativen Umsetzung von Glukose zu Glukonsäure mithilfe membran-immobilisierter Glu-
kose-Oxidasen . Das hierbei entstehende Wasserstoffperoxid oxidiert an einer Platinelektro-
de zu Sauerstoff, wobei der dabei gemessene Strom proportional zur Glukose-Konzentration
ist .

3.5.4.3

	

Glutamin und Glutamat

Die Glutamin- und Glutamat-Konzentrationen wurden mit einem Analysator bestimmt,
der nach dem gleichen Prinzip wie der für Glukose arbeitet . Hier wird Glutamat mit ei-
ner immobilisierten Glutamatoxidase zu a-Keto-Glutamat, Ammoniak und Wasserstoff-
peroxid umgesetzt . Das Wasserstoffperoxid oxidiert und der Elektrodenstrom ist propor-
tional der Glutamat-Konzentration . Das Glutamin muss mit einer Glutaminase zunächst
zu Glutamat umgesetzt werden, bevor es äquivalent behandelt wird .

3 .5 .4.4 Laktat

3 . Material und Methoden

Auch der Laktat-Analysator arbeitet enzymatisch-amperometrisch . Laktat wird mit einer
Laktatoxidase zu Pyruvat und Wasserstoffperoxid umgesetzt . Letzteres wird, wie oben
beschrieben, oxidiert und gemessen .

3.5 .4.5 Aminosäuren

Um das gesamte Aminosäurespektrum zu bestimmen, wurde eine Aminosäure-HPLC ver-
wendet . Dazu wurden zunächst die Proteine einer Probe mit Trichloressigsäure gefällt .Nach dem Abzentrifugieren wurde der proteinfreie Überstand mit 1 N Natronlauge neu-tralisiert und die Aminosäuren mit einem ortho-Phthaldialdehyd-Reagenz zu fluoreszie-renden Derivaten umgesetzt . Die so vorbehandelte Probe wurde in einer Reversed-Phase-Chromatographie-Säule in der HPLC aufgetrennt und analysiert .

3.5.4 .6 ELISA

Um die IL-2-Konzentration im Medium der NK-92-Kulturen zu bestimmen, wurde einEnzyme Linked Immunosorbend Assay (ELISA) verwendet . Ein anti-IL-2-Antikörper istdabei auf dem Boden einer Mikrotiterplatte immobilisiert . An diesen Antikörpern bindetdas IL-2 aus dem Medium . Ein zweiter anti-IL-2-Antikörper, der biotinyliert ist, wird andas IL-2 gebunden und daran wiederum eine Streptavidin-gekoppelte Peroxidase . Letzterekatalysiert die Spaltung eines chromogenen Substrats . Das Reaktionsprodukt wird photo-metrisch quantifiziert und ist im Vergleich zu einem Standard ein Maß für die vorhandeneMenge IL-2 .
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Werkstoffe und die Untersuchung ihres Einflusses
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Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener Werkstoffe auf hämatopoetische und
stromale Zellen wurden alle relevanten Materialien, die in den neuen Kultursystemen Ver-
wendung fanden, untersucht . Dies waren :

" Borosilikat-Glas :
Glas ist das bevorzugte Material für den Bau von kontrollierten Bioreaktoren, die
nicht Steam-In-Place (SIP)- oder Clean-In-Place (CIP)-fähig sein müssen. Dies trifft
besonders auf Reaktoren mit weniger als 10 Liter Kulturvolumen zu .

" Hochlegierter Edelstahl :
Feste Einbauten werden bevorzugt in rostfreiem Edelstahl ausgeführt . Der Standard-
werkstoff ist X6 Cr Ni Mo Ti 1712 2 (WerkstoffNummer : 1.4571), der auch im Rahmen
dieser Arbeit verwendet wurde .

" Polytetrafluorethylen (PTFE) :
PTFE (Teflon) gilt als biologisch inert und wird speziell für Ummantelungen von
kritischen Materialien verwendet . Beispielsweise sind die ferromagnetischen Kerne
von Magnetrührstäben nicht rostfrei und werden daher in PTFE eingegossen .

" Polydimethylsiloxan (Silikon) :
Das Silikon ist das Standardmaterial für Dichtungen und Schlauchleitungen .

Neben diesen in den Konstruktionen benutzten Werkstoffen wurden zwei weitere Stan-
dardwerkstoffe untersucht :

" Polyetheretherketon (PEEK) :
PEEK ist ähnlich wie PTFE ein inerter Werkstoff. Er wird häufig in der Chromato-
grafie verwendet und ist autoklavierbar .

" Viton :
Viton ist ein Fluor-Kautschuk und wird sehr oft als Dichtungsmaterial eingesetzt .

Für eine Vergleichbarkeit der Versuche untereinander und mit den Ergebnissen aus der
Literatur sowie als Nachweis der Funktionsfähigkeit des experimentellen Ansatzes wurde
eine Positiv- und eine Negativkontrolle eingeführt :

" Polystyrol (PS) :
PS diente als Positivkontrolle . Es ist das anerkannte Standardmaterial für Einweg-
produkte zur Zellkultivierung, wie zum Beispiel Gewebekulturflaschen .

" Blei :
Blei, genauer Pb 99,94 Cu (Werkstoffnummer : 2.3035), diente als Negativkontrolle. Da
Blei ein bekanntes Zellgift ist, müssen bei einem korrekten experimentellen Vorgehen
sehr starke negative Einflüsse auf die Zellen beobachtet werden können .

Von allen Materialien wurden Proben mit einem Durchmesser von 60 mm und einer
Dicke von 1-3 mm verwendet . Diese wurden nach denselben Methoden gereinigt und ste-
rilisiert, wie sie für die Kultursysteme üblich sind . Nach dem Sterilisieren im Autoklaven
und anschließender Trocknung im Wärmeschrank konnten die Proben mit einer sterilen
Pinzette in Gewebekulturschalen von ebenfalls 60mm Durchmesser gelegt werden, so dass
der gesamte Boden bedeckt war . PS, das nicht autoklavierbar ist, musste daher gründlich
gereinigt und über Nacht in 70 % Ethanol unter der Sicherheitswerkbank mit ultraviolettem
Licht bestrahlt werden . Am nächsten Morgen war das Ethanol rückstandsfrei verdunstet,
und die sterile Probe kam wie beschrieben zum Einsatz .
Nach dem Einsetzen der Materialproben wurden die Gewebekulturschalen mit Medium

befüllt . Bei den Untersuchungen des Einflusses eines direkten Materialkontaktes auf die Zel-
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Abbildung 3.3 : Die Bestimmung der Mischzeit durch den Farbumschlag eines Indikators

len wurden die Zellen anschließend inokuliert und sieben Tage im Brutschrank (37 °C, 5 %
C02) kultiviert . Im Falle der Einflussuntersuchungen ohne direkten Kontakt wurden die
mediengefüllten Gewebelculturschalen zuerst zehn Tage im Brutschrank inlcubiert, danach
das Medium abgezogen und in neue Gewebekultuxschaten ohne Materialproben gegeben.
In diesen konnten dann die Zellen inokuliert und für sieben Tage im Brutschrank (37 °C,
5% COZ) kultiviert werden .
Zum Abernten der Zellen wurde im Falle der stromalen Zellen zunächst das Medium

abgezogen und verworfen . Die Zellen konnten dann enzymatisch mit Trypsin abgelöst und
abgezogen werden . Anschließend wurde die Materialprobe noch dreimal mit 3 mL PBS
gewaschen, um eventuell verbliebene Zellen zu gewinnen .
Bei den hämatopoetischen Zellen wurde das Medium gleichfalls abgezogen, aber nicht

verworfen, da es die Zellen enthielt . Die Proben wurden ebenso dreimal mit PBS gewaschen.
In beiden Fällen wurde die zelthaltige Lösung mit der Waschlösung vereinigt und so

abzentrifugiert . Nach der Abnahme des Überstands konnten die Zellen im Restvolumen
resuspendiert, das verbliebene Suspensionsvolumen bestimmt und die Zeltzahl gemessen
werden . Die hämatopoetischen Zellen wurden zudem im Durchflusszytometer analysiert
und in Methylzellulose-Assays eingesetzt .

Für die Untersuchung der Mischzeit-Charakteristik im Miniatur-Schlaufenreaktor (siehe
Abschnitt 5.1 .2 auf Seite 76) wurde die Methode des Farbumschlags mit einem chemi-
schen Indikator (vergleiche Abschnitt 2.6.1 auf Seite 26) verwendet und weiterentwickelt .
Wie in Abbildung 3.3 skizziert, wird bei dieser Methode als Indikator 5 mg/L Phenolrot in
Wasser eingesetzt . Nach dem Befüllen des Miniatur-Schlau£enrealctors kommen 5 PL 1 NNatronlauge hinzu, um eine basische Lösung zu erhalten . Mit 10 /IL 1 N Schwefelsäure kanndaraufhin die Lösung vom basischen in den sauren Bereich titriert werden . Dadurch ent-steht ein deutlicher Farbumschlag von dunkelviolett zu hellgelb . Dieser Farbumschlag wirdmit einer Videokamera aufgezeichnet, und die Daten werden mit einer Videobildanalyseausgewertet. Abschließend wird mit 10 ML 1 N Natronlauge der basische Ausgangszustandder Lösung wiederhergestellt . Auf diese Weise ist die Messung beliebig oft wiederholbar .Abbildung 3 .4 auf der nächsten Seite.zeigt den Aufbau des Versuchsstandes . Der Miniatur-
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Rührantrieb

Mikroskop

Miniatur-Schlaufenreaktor
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Abbildung 3 .4 : Der Aufbau des Versuchsstandes zur Mischzeituntersuchung im Miniatur-
Schlaufenreaktor

Schlaufenreaktor wurde unter einem Mikroskop platziert, auf das eine Videokamera auf-
gesetzt war, die die Daten direkt in einen Computer übertrug . Der Reaktor wurde so mit
einer Halogen-Lichtquelle beleuchtet, dass das gesamte Flüssigkeitsvolumen durchleuchtet
war . Der Bildausschnitt des Mikroskops zeigte dabei nur ein Viertel des Reaktorraumes,
da dieser aber rotations-symmetrisch ist, konnten die Ergebnisse auf das gesamte System
übertragen werden .

Es wurde grundsätzlich der Umschlag vom basischen in den sauren Bereich gemessen . Die
Zugabe der Schwefelsäure erfolgte erst, nachdem sich die Strömung vollständig ausgebildet
hatte und immer nur durch vorsichtige Zugabe eines Tropfens mittig an der Oberfläche des
Reaktors .

Die Bildrate der Videoaufzeichnung betrug in dieser Arbeit 1 Bild/s , ist aber prinzipiell bis
maximal 20 Bilder/s frei wählbar . Bei der digitalen Weiterverarbeitung wurde der mittlere
Grünwert der einzelnen Bilder analysiert . Die Veränderung im Grünanteil zeigt sich, im
Gegensatz zu den Blau- und Rotanteilen, unter den gegebenen Bedingungen und der Dar-
stellung der Bilddaten im RGB-Format als stärkstes Signal . Um die Grünwerte zu erhalten,
muss die Video-Datei in Einzelbilder umgewandelt werden, die dann einzeln analysiert wer-
den können . Das Vorgehen verdeutlicht Abbildung 3.5 auf der nächsten Seite . Nach der
Aufnahme der Video-Datei im Audio Video Interleaved (AVI)-Format erfolgt eine Umwand-
lung jedes Einzelbildes in eine Datei im Tagged Image File (TIF)-Format . Diese Dateien
können von dem Programm ScionImage Release Beta 3b (Scion Corporation) sukzessive
eingelesen und auf ihren mittleren Grünwert analysiert werden . Das Programm stellt eine
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CCD-Kamera

Video Capture
Videoaufnahmeund

Umwandlung in Einzelbilder

COMPUTER

Scion Image

Abbildung 3 .5 . Die digitale Videoanalyse

Einzelbildanalyse

JPG-Einzelbilder

UleadVideo Captures,

3. Material und l\Iethoden

Microsoft Excel 97

Auswertung derDaten

TIF- Einzelbilder

Abbildung 3.6: Die Umwandlung von Videodateien in Einzelbilder

Adaption des Macintosh-Programmes NIH Image der National Institutes o£ Health (USA)
für Windows-Computer dar . Die gesammelten Werte werden dann in Microsoft Excel 97
SR-2 (Microsoft Corporation) importiert und ausgewertet .

Bei der Umwandlung von AVI-Dateien in TIF-Einzelbilddateien können zwei alternative
Wege beschritten werden (Abbildung 3.6) . Die Bilder können mit dem Programm Video
Capture Version 5.02 (Ulead Systems, Inc.) direkt als TIF-Datei gespeichert werden . Die-
ses muss aber einzeln, Bild für Bild geschehen . Die andere Möglichkeit ist, die Bilder mit
dem Programm MainActor Video Editor Version 2 .03 (Main Concept, GbR Moenig/Zabel,
[293]) zu speichern . Dies geschieht für alle Bilder in einem einzelnen Arbeitsschritt . Die
Bilddateien liegen dann jedoch im Joint Photographit Experts Group (JPG)-Format vor .
Bevor sie von ScionImage eingelesen werden können, müssen sie daher noch in das TIF-
Format umgewandelt werden . Dies kann beispielsweise recht einfach mit dem Programm
ACDSee 32 Version 2.41 (ACD Systems) geschehen . Für den Weg der direkten Umwand-
lung wurde im Rahmen dieser Arbeit ein VisualBasic-Programm geschrieben, das die Um-
wandlung automatisiert . Dieses Programm umfasst ebenfalls die folgenden Arbeitsschritte
des Einlesens und der Analyse des Grünwertes im Programm ScionImage . Der Source-Code
ist in Kapitel E auf Seite 199 abgedruckt .

Die hier vorgestellte neue Möglichkeit der automatischen Videobildanalyse ist sehr re-
chenintensiv, da sie ausschließlich eine Automatisierung von Anwendungsprogrammen dar-
stellt . Um unverhältnismäßig hohe Rechenzeiten zu vermeiden, ist ein Computer mit schnel-lem Prozessor sehr empfehlenswert . Die Analyse einer Video-Datei mit 1000 Bildern be-
nötigt auf einem Rechner mit einem Prozessor vom Typ Intel Pentium 120 MHz rund36 Stunden. Ein Computer mit einem Prozessor vom Typ Intel Pentium 11 350 MHz undidentischer Peripherie (Bus-System, Festplatten-Zugriffszeit, etc.) benötigt dafür nur etwaeine Stunde .
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3.7.2 Verweilzeitmessungen

5 1

Die Bestimmung des Verweilzeitverhaltens bei den beiden perfundierten Bioreaktoren, dem
Festbettreaktor und dem Suspensionsreaktor, konnte mit den in Abschnitt 2.6 .2 auf Sei-
te 28 genannten Methoden durchgeführt werden . Der Suspensionsreaktor wurde dafür mit
Wasser gefüllt und mit einer Stufenfunktion einer 1mM KCl-Lösung beaufschlagt . Die Ver-
änderung der Leitfähigkeit konnte mithilfe einer Leitfähigkeits-Messsonde im Reaktorraum
gemessen und die Werte von einem Computer aufgezeichnet werden .
Beim Festbettreaktor wurde statt des Elektrolyts eine Phenolrot-Lösung mit 5 mg/i, als

Stufenfunktion zugeführt . Die Veränderung der Rotfärbung konnte direkt am Reaktor-
Ausgang mit einem Photometer bei einer Wellenlänge von 270 nm gemessen werden . Diese
Daten wurden ebenfalls unmittelbar von einem Computer aufgezeichnet .

3 .7.3

	

Bestimmung des Sauerstoffeintrags
Für die Charakterisierung des Begasungsgefäßes des Festbettreaktors wurde der Sauerstoff
aus dem Wasser in einem Vorlagegefäß mit Stickstoff ausgetrieben . So konnte es durch
die Begasungseinheit gepumpt werden, wobei jeweils vor und nach der Begasung mit einer
Sauerstoffelektrode der Sauerstoffpartialdruck bestimmt wurde . Die Gasphase bestand hier
aus reiner Luft .
Im Miniatur-Schlaufenreaktor wurde mit der Sulfit-Methode gearbeitet . Eine einzelne

Vertiefung wird dazu mit einer Metallplatte und einer dünnen Gummimatte abgedichtet .
In die Metallplatte ist eine Sauerstoffelektrode integriert . Auf diese Weise wird ein de-
finierter Raum mit Luft oberhalb der Flüssigkeit einer Vertiefung geschaffen . Unter der
Annahme, dass die Flüssigphase mit der Natriumsulfitlösung keinerlei gelösten Sauerstoff
enthält, kann mit der Messung der Abreicherung des Sauerstoffs in der Gasphase der Sau-
erstoffeintrag bestimmt werden . Diese Arbeiten fanden in enger Zusammenarbeit mit dem
Lehrstuhl für Bioverfahrenstechnik der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule
Aachen statt .

Die Sauerstoffeintragsmessung im Suspensionsreaktor erfolgte nach der instationären
Methode mit Wasser (siehe auch Abschnitt 2.6.3 auf Seite 29) . Der Sauerstoff konnte
mit Stickstoff aus dem Wasser entfernt und der Anstieg des Sauerstoffgehaltes durch die
anschließende diffusive Oberflächenbegasung mit Luft gemessen werden .

3.7 .4 Scherkraftuntersuchungen

Die Scherkraftuntersuchungen fanden in einem Rotations-Viskosimeter statt . Es besteht
aus einem Messbecher und einem Messkörper, die zusammen ein Doppel-Ringspalt-System
ergeben (siehe Abbildung 3 .7 auf der nächsten Seite) . Der Messkörper ist mit der Mess-
und Antriebswelle verbunden, an der über ein Torsionselement die aufgebrachte Schub-
spannung bestimmt wird . Der Messbecher kann an ein Wasserbad angeschlossen werden,
wodurch sich der Doppelspalt einheitlich temperieren lässt . Da es bei längerer Versuchs-
dauer zu relevanten Verdunstungs-Verlusten kommen kann, wurde der Raum oberhalb des
Doppelspaltes ebenfalls temperiert . Eine Wicklung von Silikonschläuchen, die ebenfalls an
das Wasserbad angeschlossen war, konnte an dieser Stelle wirksam Verdunstungen des
Mediums verhindern .

Zusätzlich wurde das Medium mit einem vortemperierten und befeuchteten Luftstrom
mit 5 % C02 begast, um eine Veränderung des pH-Wertes bei längerer Untersuchungsdau-
er zu verhindern . Bei sehr niedrigen Drehzahlen musste hier auch zusätzlicher Sauerstoff
supplementiert werden, um eine entsprechende Limitierung auszuschließen .
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Doppelspalt
mit Zellsuspension

angetriebener Messkörper

Sterilfilter

Luft, O2, C(l)2

temperierter Messbecher

	

temperierte Gasbefeuchtung

Abbildung 3 .7 : Der Versuchsaufbau für die Scherkraftunteruchungen mit dem Rotations-
Vislcosimeter

Für die Untersuchungen des Scherkraft-Einflusses kamen 12 mL der zu untersuchenden
Zellsuspension in den Doppel-Ringspalt . Die Zellen wurden dann unter konstanter Schub-
spannung im Ringspalt kultiviert . Die Probenahmen zur Zellzahlbestimmung erfolgten
zeitlich gestaffelt mit einer Kanüle .
Da dieser Versuchsaufbau nicht sicher sterilisierbar ist, wurde in den Versuchen unter

keimarmen Bedingungen und mit Antibiotika gearbeitet .



4.1 Werkstoffeinflüsse

4.1 .1

	

Einflüsse auf stromale Zellen

KAPITEL 4

Grundlegende Voruntersuchungen

Der Materialeinfluss auf stromale Zellen wurde mit der bestrahlten Zelllinie M2-10B4 unter-
sucht. Die genauen Kulturbedingungen sind in Tabelle 4 .1 aufgelistet . Das Ergebnis dieser
Untersuchungen zeigt Abbildung 4.1 auf der nächsten Seite . Hier ist die Gesamtzellzahl der
stromalen Zellen pro Ansatz relativ auf den Wert der Positiv-Kontrolle Polystyrol bezogen.
Da die Zellen wachstumsarretiert waren, ist eine Auftragung der Expansion nicht sinnvoll .
Bis auf eine leicht schädigende Wirkung des Bleis, sind im Rahmen der Messgenauigkeit
keine wesentlichen Einflüsse zu erkennen . Dieses Ergebnis entspricht prinzipiell den Erwar-
tungen . Die stromalen Zellen schaffen durch die Ausbildung der Extrazellulär-Matrix eine
schützende Schicht zwischen sich und der Umgebung. Selbst bei der Kultivierung der Zellen
auf der Materialprobe ist daher ein direkter Kontakt zwischen Zelle und Werkstoff unwahr-
scheinlich . Ein schädigender Einfluss kann deshalb nur durch die Bindung von Nährstoffen
an den Werkstoff oder das Herauslösen toxischer Substanzen, wie zum Beispiel Weich-
macher, verursacht werden . Weiterhin kann angenommen werden, dass das Serum einen
zusätzlichen schützenden Effekt hat . Bis auf das Blei, das in Form von Pb2+ auch in Lö-
sung geht, sind alle untersuchten Materialien für die Kultivierung von stromalen Zellen
uneingeschränkt verwendbar.

4.1.2

	

Einflüsse auf hämatopoetische Zellen

4.1.2 .1

	

Einflüsse bei direktem Werkstoffkontakt

Bei der Kultivierung von hämatopoetischen Zellen (Tabelle 4.2 auf der nächsten Seite)
zeigen die untersuchten Werkstoffe eine wesentlich größere Wirkung auf die Zellen . Dies
ist aber entscheidend von dem eingesetzten Medium abhängig . Während in serumhaltiger
Kultur nur Glas, Silikon, Viton und Blei eine spürbare Schädigung der Zellen ergeben
(Abbildung 4.2 auf Seite 55), ist in serumfreier Kultur bei allen Materialien ein deutlicher
Einfluss zu erkennen (Abbildung 4.3 auf Seite 55) . Dabei ist die verringerte Expansion

Tabelle 4.1 : Die Kultivierungsparameter für die Untersuchung des Materialeinflusses auf die stro-
male Zelllinie M2-10B4

Zellen :
Medium:
Kultursystem :

Kulturdauer :
Inokulumsdichte :
Fütterung :
Zahl der Versuche :

stromale Zelllinie M2-10B4 (bestrahlt mit 80 Gy)
5 -L/Ansatz RPMI -I- 10 % FCS
Gewebekulturschalen (0 60 mm) mit Materialproben
(37 °C, 5 % CO2)
7 Tage
3 . 104 C/mL
keine
n=4

im Brutschrank
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Tabelle 4.2 : Die Kultivierungsparameter für die Untersuchung des Materialeinflusses auf die hä-
matopoetischen Zellen mit direktem Werkstoffkontakt

Zellen :
Medium:

Kultursystem :

Kulturdauer :
Inokulumsdichte :
Fütterung :
Zahl der Versuche :

4. Grundlegende Voruntersuchungen

Glas Edelstahl Silikon PEEK Viton Blei PS

Abbildung 4.1 : Der Einfluss verschiedener Materialien auf stromale Zellen

CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
5 -L/Ansatz IMDM + 12,5 % FCS + 12,5 % HS + Zytokin-Standard 1 bzw.
X-Vivo 10 + Zytokin-Standard 1
Gewebekulturschalen (0 60 mm) mit Materialproben im Brutschrank
(37 °C, 5 % CO2)
7 Tage
5 " 103 C/mL
keine
n=4

bei frühen Zellen, den CFC, stärker ausgeprägt . Das Wachstum der CFC und damit die
biologische Aktivität der Zellen wird besonders durch die Werkstoffe beeinflusst.

Dieses Ergebnis verdeutlicht, warum die Messung der Gesamtzellzahl nicht ausreicht,
um hämatopoetische Zellen zu charakterisieren . Die frühen Zellen sind nämlich keineswegs
immer die sensiblere Teilpopulation im Vergleich zu weiter ausdifferenzierten Zellen . So
kann man beispielsweise nach dem Auftauen kryokonservierter Zellen häufig beobachten,
dass speziell die weiter ausdifferenzierten Zellen diese Behandlung nicht überleben. Die
Wiederfindungsrate bei frühen Zellen ist dagegen sehr hoch.

4.1.2 .2

	

Einflüsse ohne direkten Werkstoffkontakt
Die grundsätzliche nage bei der Schädigung der Zellen durch Werkstoffe ist, ob sie durch
den direkten Zell-WerkstoffKontakt oder durch eine Interaktion von Medium und Werk-
stoff, wie durch Adsorbtion von Medienbestandteilen oder durch das Herauslösen von to-
xischen Substanzen aus der Materialprobe, verursacht wird . Um diese nage für die häma-
topoetischen Zellen zu beantworten, wurden die Untersuchungen unter serumfreien Bedin-
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Abbildung 4.2 : Der Einfluss verschiedener Materialien auf hämatopoetische Zellen in serumhaltiger
Kultur

Z MNZ-Expansion
EI CD34-Expansion
EI CFC-Expansion

Glas Edelstahl PTFE Silikon PEEK Viton Blei PS

Glas Edelstahl PTFE Silikon PEEK Viton Blei PS

Abbildung 4.3 : Der Einfluss verschiedener Materialien auf hämatopoetische Zellen in serumfreier
Kultur
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Zellen :
Medium:
Kultursystem:

Kulturdauer:
Inokulumsdichte:
Fütterung :
Zahl der Versuche :

4.1.3 Diskussion

4. Grundlegende Voruntersuchungen

Tabelle 4.3 : Die Kultivierungsparameter für die Untersuchung des Materialeinflusses auf die hä-

matopoetischen Zellen ohne direkten Werkstoffkontakt in serumfreiem Medium

CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
1'nL/Ansatz X-Vivo 10 + Zytokin-Standard 1
Gewebekulturplatte mit zwölfVertiefungen ohne Materialproben im Brut-
schrank (37 °C, 5% CO-)
10 Tage Inkubation der Materialien, 7 Tage Kultivierung der Zellen
1 .104 C/mL
keine
n=4

gungen wiederholt, wobei die Zellen nicht in direkten Kontakt mit den Werkstoffen kamen
(Tabelle 4.3) . Das Medium inkubierte vielmehr vor der Kultivierung für zehn Tage mit
den Werkstoffen. Dadurch konnte sichergestellt werden, dass Wechselwirkungen zwischen
Werkstoff und Medium zum Zeitpunkt des Inokulums abgeschlossen waren.
Das Ergebnis dieser Untersuchungen in Abbildung 4.4 auf der nächsten Seite zeigt eine

deutlich geringere Schädigung der Zellen im Vergleich zu der Kultur mit direktem Mate-
rialkontakt. Besonders PEEK, aber auch PTFE sind im Rahmen der Messgenauigkeit als
inert zu betrachten . Die übrigen Materialien haben weiterhin einen sehr starken Einfluss .
Die Schädigung der Zellen ohne Materialkontakt unter diesen serumfreien Bedingungen
ist dabei größer, als die mit Kontakt in serumhaltiger Kultur . Dies bedeutet, dass das
Serum einen erheblichen schützenden Effekt auf die Zellen ausübt . Die Vermutung liegt
nahe, dass es sich bei der Schädigung der Zellen ohne direkten Werkstoff-Kontakt um ei-
ne Folge von Proteinbindungen an die Material-Oberfläche handelt. Diese Proteine fehlen
in der anschließenden Kultur . Unter serumhaltigen Bedingungen liegen wesentlich höhere
Proteinmengen in den Medien vor, weshalb die Bindung eines Teils davon nur eine geringe
Auswirkung hat.
Nach diesen Untersuchungen erscheint es empfehlenswert, keine der Standardmaterialien

zu verwenden . In der Praxis zeigt sich jedoch, dass im technischen System die Material-
Effekte in dieser starken Form nicht beobachtet werden können. Es kann zum Beispiel
kein Unterschied zwischen einer Kultur in einer Gewebekulturflasche aus Polystyrol und
einem Spinner aus Glas festgestellt werden (vergleiche Abschnitt 7.2 auf Seite 107) . DieseBeobachtungen könnten sich aus den unterschiedlichen Verhältnissen zwischen der Werk-stoffoberfläche und dem Kulturvolumen erklären . Nach einer zehntägigen Inkubation desMediums sollten sämtliche Bindungsprozesse abgeschlossen sein und sich eine Sättigung derOberfläche eingestellt haben. Damit wäre die Stärke des Effekts nur noch vom Verhältnisder Oberfläche zum Volumen abhängig .
Um die These der Proteinbindung zu prüfen und das Fehlen schädlicher Einflüsse imtechnischen System zu erklären, wurde das Verhältnis der Werkstoffoberfläche zum Medi-envolumen variiert (Abbildung 4.5 auf der nächsten Seite) . Ein Verhältnis von 11,31 cm2/cm3entspricht den bisherigen Untersuchungen, das Verhältnis 1 crn2/em3 dem miniaturisiertenSpinner. Deutlich ist die Abnahme des schädigenden Werkstoff-Einflusses bei sinkendemVerhältnis von Oberflächen zu Volumen zu beobachten .

Die Ergebnisse belegen eine negative Wirkung der standardmäßig verwendeten Werkstoffeauf die Kultivierung hämatopoetischer Zellen, dagegen keinen wesentlichen Einfluss aufstromale Zellen . Dieses deckt sich qualitativ mit den in der Literatur beschriebenen Unter-
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Glas Edelstahl PTFE Silikon PEEK Viton Blei PS

Abbildung 4.4 : Der Einfluss verschiedener Materialien auf hämatopoetische Zellen in serumfreier
Kultur ohne direkten Werkstoffkontakt

Verhältnis der Werkstoffoberfläche zum Medienvolumen [CM 2/cm3]

0 MNZ-Expansion
El CD34-Expansion
11 CFC-Expansion

Abbildung 4.5 : Der Einfluss von Glas auf hämatopoetische Zellen in serumfreier Kultur ohne
direkten Werkstoffkontakt in Abhängigkeit des Verhältnisses der Werkstoffoberfläche zum Medi-
envolumen
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suchungen von LAIUPPA [135, 134, 136] . Ein quantitativ genauer Vergleich lässt sich nicht

durchführen, da speziell das Verhältnis der Oberfläche zum Volumen nicht angegeben wird .

Die prinzipiellen Aussagen sind aber deckungsgleich : Zum einen sind frühe Zellen bezüg-

lich des Werkstoffeinflusses, im Gegensatz zur Kryokonservierung, empfindlicher als weiter
ausdifferenzierte Zellen, zum anderen kann der schädigende Effekt auf Adsorbtionseffekte
beziehungsweise auf das Herauslösen toxischer Substanzen zurückgeführt werden .

Obwohl die Hauptursache der Schädigung in der Interaktion zwischen Material und
Medium und nicht zwischen Material und Zellen liegt, kann bei direktem Materialkontakt
der Zellen noch eine Verstärkung der Schädigung beobachtet werden . Dies hat insbesondere
Folgen für immobilisierte Kulturen . Auch im stromafreien Ansatz gibt es Versuche, die
Zellen zu immobilisieren . Dabei ist der Hintergrund die Vermutung, dass zum Erhalt der
sehr frühen Zellen oder der Stammzellen, die Adhäsion der Zellen selbst eine wichtige
Voraussetzung darstellt . Unter Berücksichtigung der vorliegenden Ergebnisse muss man
bei der Verwirklichung solcher Konzepte die Auswahl der Materialien besonders beachten .
Glas, als prinzipiell naheliegendste Wahl, wäre demnach ungeeignet .

Die Tatsache, dass die Materialeinflüsse bei den in dieser Arbeit entwickelten Systemen
nicht beobachtbar sind, liegt bei den immobilisierten Systemen zumindest zum Teil an der
schützenden Wirkung des Stromas . Insgesamt werden die hämatopoetischen Zellen aber
dank des günstigen Verhältnisses von Oberfläche zu Volumen nicht wesentlich geschädigt.
Eine Bestätigung findet sich bei COLLINS, der in handelsüblichen Spinnern aus Glas her-
ausfand, dass ein vorheriges Silikonisieren des Gefäßes keinen Vorteil bringt [42] . Diese
Untersuchungen fanden unter serumfreien Bedingungen statt, bei denen die Schädigung
durch Glas prinzipiell größer ist als die des Silikons (vergleiche Abbildung 4.4 auf der vor-
herigen Seite) . Auch hier ist die günstige Geometrie die wahrscheinliche Erklärung für das
Ausbleiben eines Effektes .

Wichtige Konsequenz der vorliegenden Untersuchung, wie der Erfahrungen aus der Li-
teratur, ist in jedem Fall, dass beim momentanen Stand der Technik das Material nur eine
untergeordnete Rolle spielt und zunächst keinen wesentlichen Einfluss darstellt . Bei jeder
Veränderung in der Geometrie der Systeme muss aber der Materialeinfluss beachtet und
neu bewertet werden . Auch bei der Verwendung ganz neuer Materialien legen die vorlie-
genden Ergebnisse nahe, deren Einfluss als Werkstoffprobe und im Kultursystem auf dieZellen sorgfältig zu überprüfen .

4.2

	

Der Einfluss der Osmolalität

4 . Grundlegende Voruntersuchungen

Die Ergebnisse der Untersuchungen über den Einfluss der Osmolalität zeigen besondersstarke Schwankungen im gesamten Wachstumsverhalten aufgrund der Spendervariabili-tät . Die Daten der unabhängigen Versuche mit Zellmaterial von zwei verschiedenen Spen-dern können daher nicht gemeinsam dargestellt werden . Es zeigte sich aber, dass sich dieSpendervariabilität nur auf die Proliferations-Fähigkeit der Zellen auswirkt . Die Lage allergefundenen Optima war nicht von der Spendervariabilität betroffen . Dies ermöglicht es,die Kulturbedingungen zu optimieren, obwohl wegen des Primärmaterials bezüglich derExpansionsfaktoren nie eine sicher reproduzierbare Kultivierung möglich sein wird .Durch die Erweiterung der Untersuchungen des von MCADAMS [162] betrachteten hyper-tonischen auf den hypotonischen Bereich konnten die optimalen Osmolalitäten ermitteltwerden . Die Kulturbedingungen zeigt Tabelle 4 .4 auf der nächsten Seite . Es lassen sichdabei zunächst Optima in den aus Erfahrungen in der tierischen Zellkultur erwarteten Be-reichen erkennen . Für die Expansion der Gesamtzellzahl, also der MNZ, kann ein idealerBereich von 0,3-0,32Osm0I/kg angegeben werden (Abbildung 4.6 auf der nächsten Seite) .Die Expansion der CD34+-Zellen, dargestellt in Abbildung 4.7 auf Seite 60, liefert ein ähn-
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Tabelle 4.4 : Die Kultivierungsparameter für die Untersuchung des Einflusses der Osmolalität

Zellen :
Medium:
Kultursystem :
Kulturdauer :
Inokulumsdichte.
Fütterung:
Zahl der Versuche :
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CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
3 mL/Ansatz X-Vivo 10 + Zytokin-Standard 2
25 cm2 Gewebekulturflaschen im Brutschrank (37 °C, 5 % C02)
10 Tage
1,1 .104 C/inL

keine
n=2
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Abbildung 4.6 : Der Einfluss der Medien-Osmolalität auf die Expansion von MNZ
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liches Maximum. Hier zeigt sich aber, dass es bei höheren Osmolalitäten zu einer relativ

schnellen Inhibierung der CD34+-Zellen kommt. Der hypertonische Bereich ist daher in

jedem Fall zu vermeiden, möchte man eine Kultivierung von CD34+-Zellen optimieren .
Dazu muss sowohl die ursprüngliche Osmolalität des Mediums, als auch die Gefahr der

Verdunstung aus dem laufenden Prozess beachtet werden. Verdunstungsprozesse führen zu

steigenden Osmolalitäten .
Ein sehr differenziertes Bild liefern die Ergebnisse für die koloniebildenden Zellen . Die

gesamte CFC-Expansion hat ein sehr flaches Maximum, das in einem ähnlichen Bereich wie

die Maxima der MNZ- und CD34+-Expansion liegt (Abbildung 4.8 auf Seite 61). Schlüsselt

man dieses Ergebnis aber weiter nach den Subpopulationen auf, ergibt sich ein deutlich

anderes Bild . Wie in Abbildung 4.9 auf Seite 61 dargestellt, gibt es klar unterschiedliche

Maxima für BFU-E und für CFU-G und CFU-ABI. Die erythroide Reihe wird besonders bei

sehr hohen Osmolalitäten, in einem Bereich um 0,34 Osrnol/kg, unterstützt. Die maximale

Expansion ist bei den BFU-E auch schon nach sieben Tagen zu beobachten . Alle anderen

Subpopulationen haben das Expansionsmaximum am zehnten Tag und zeigen bei nied-

rigen Werten um 0,29 Osmol/kg eine maximale Proliferation. Das zunächst angenommene

flache Maximum für die CFC-Expansion stellt also nur einen Mittelwert aus sehr unter-

schiedlichen einzelnen Maxima der Subpopulationen dar . Dieses Ergebnis erinnert an die
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4. Grundlegende Voruntersuchungen

Abbildung 4.7 : Der Einfluss der Medien-Osmolalität auf die Expansion von CD34+-Zellen

Untersuchungen Von MCADAMS zum Einfluss des pH-Werts [165, 167] . Auch hier hat spezi-
ell die erythroide Reihe unterschiedliche Optimalbedingungen (vergleiche Abschnitt 2.5 .3.4
auf Seite 22) . Abhängig von der Zielsetzung der Kultivierung kann demnach auch die einge-
stellte Medien-Osmolalität einen wichtigen Einfluss haben. Der Kompromiss, bei dem alle
Subpopulationen der Ausdifferenzierungs-Reihen gleichwertig unterstützt werden, liegt indem Bereich von 0,31-0,32 Osmol/kg ,
Es konnte auch gezeigt werden, dass sich die Osmolalität bei allen eingestellten Wertenwährend der Kultivierung nicht wesentlich ändert (Abbildung 4.10 auf Seite 62) . Tenden-ziell scheint die Osmolalität während der Kultivierung leicht zu steigen . Dies spricht fürVerdunstungseffekte, die entweder auf nicht absolut ideale Bedingungen im Brutschrankoder auf die Handhabung der Kulturgefäße während der Probenahmen zurückzuführensind . Begünstigt wird dies sicherlich auch durch die geringe Stoffwechselaktivität der hä-matopoetischen Zellen . Dabei bilden die Zellen aus einer großen Anzahl niedermolekularerStoffe eine kleinere Anzahl höhermolekulare Stoffe . Dadurch wird die Osmolalität gesenkt.Als praktische Konsequenz kann bei Kulturen gezielt die optimale Osmolalität eingestelltwerden, die dann über den gesamten Kulturzeitraum vorliegt .

4 .3 Fütterungsstrategie

0,29 0,31 0,33
Osmolaftdt [Osmol/kg]

0,35 0,37

Bei dem Vergleich verschiedener Fütterungsstrategien sollte versucht werden, Hinweise auflimitierende Substrate zu finden . Es sollte darüber hinaus die grundlegende Frage nachder Bedeutung von niedermolekularen Nährstoffen im Vergleich zu den hochmolekularenWachstumsfaktoren, den Zytokinen, beantwortet werden . Dazu wurden vier Kulturen pa-rallel mit 3 . 104 C/mL inokuliert . Diese Inokulumsdichte stellt einen Wert im oberen Bereichder bevorzugten Inokulumsdichten dar (vergleiche Abschnitt 2.5 .3 .5 auf Seite 22) . Nachsiebentägiger Kultur wurde ein Ansatz ungefüttert weiterkultiviert und drei Ansätze un-terschiedlich gefüttert: einer mit zytokinfreiem Medium, einer nur mit Zytokinen und einer
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Abbildung 4.8 : Der Einfluss der Medien-Osmolalität auf die Expansion von CFC
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Abbildung 4.9 : Der Einfluss der Medien-Osmolalität auf die Expansion vonBFU-E und CFU-G/M
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"Messwert an Tag 0

1:1 Messwert an Tag 4

11 Messwert an Tag 7
®Messwert an Tag 10

0,253

Zellen :
Medium :
Kultursystem:
Kulturdauer:
Inokulumsdichte:
Fütterung :
Zahl der Wiederholungen:

4. Grundlegende Voruntersuchungen

0,281 0,307 0,327 0,368

eingestellte Osmolalität [Osmollkg]

Abbildung 4.10: Die Veränderung der Medienosmolalität während der Kultivierung

Tabelle 4.5 : Die Kultivierungsparameter für die Untersuchung der Fütterungsstrategie

primäre CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
5 mL/Ansatz CellGro SCGM + Zytokin-Standard 2
25 cm2 Gewebekulturflaschen im Brutschrank (37 °C, 5% C02)
14 Tage
3 . 104 /ML
variierend (siehe Text)
n=2

mit zytokinhaltigem Medium. Die gefütterten Mengen entsprachen dabei den beim Be-
ginn der Kultur verwendeten Mengen. Die sonstigen Versuchsbedingungen finden sich in
Tabelle 4.5 .
Die Ergebnisse der Untersuchungen zeigen ein sehr differenziertes Bild, mit unterschied-

lichen Resultaten für die verschiedenen hämatopoetischen Subpopulationen . In Abbil-
dung 4.11 auf der nächsten Seite ist zunächst die Expansion der MNZ dargestellt. Der
positive Effekt des Fütterns mit Medium ist deutlich zu beobachten . Es ist auch zu sehen,
dass die Zugabe der Zytokine noch einen zusätzlichen positiven Effekt hat . Der Kurven-
verlauf lässt vermuten, dass sich die Zellen am Tag sieben noch nicht in einer Limitierung
oder Inhibierung befinden . Einerseits ergibt die Medienanalyse zu diesem Zeitpunkt keinen
Hinweis auf eine Limitierung, andererseits bleibt die Wachstumsrate der MNZ bei der Zu-
fütterung von Medium weiter auf einem Wert von durchschnittlich 0.0221/h . Das entspricht
einer Verdoppelungszeit von fast zwei Tagen und somit der normalen in vivo Wachstums-
rate (vergleiche Abschnitt 2.2.5 auf Seite 8) sowie den Erfahrungswerten für die ex vivo
Kultivierung .

Betrachtet man die biologische Funktionalität der Zellen, indem man die Expansion der
CFC aufträgt (Abbildung 4.12 auf Seite 64), wird zwar die Notwendigkeit der Medien-
Zufütterung erneut sichtbar, der starke Effekt der Zytokine ist hier aber besonders auffal-
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lend . Der Einfluss der Wachstumsfaktoren auf die biologische Funktionalität ist wesentlich
stärker, als auf die Gesamtzellzahl und die allgemeine Wachstumsrate .

Anders als bei den übrigen Subpopulationen ist das Ergebnis für die CD34+-Zellen in
Abbildung 4.13 auf der nächsten Seite . Hier kann bis zum zehnten Tag eine sehr geringe
Auswirkung der Zufütterung beobachtet werden . Obwohl die Zellen in der ungefütterten
Kultur offensichtlich limitiert oder inhibiert sind, hat dies erst nach Tag zehn starke Aus-
wirkungen auf die Ausdifferenzierung der CD34+-Zellen . Nach diesem Zeitpunkt nimmt
die Größe der Population der CD34+-Zellen in den nicht mit Medium gefütterten Kultu-
ren sehr stark ab . In den gefütterten Ansätzen ist dagegen beinahe noch ein Erhalt dieser
Zellen zu beobachten . Prinzipiell sieht man auch hier die Tendenz des zusätzlich positiven
Effekts der Zytokine, wenn auch in abgeschwächter Form.

Einen Hinweis auf die Art der Limitierung ergibt die Medienanalyse der Kulturen . Zu
den wesentlichsten niedermolekularen Bestandteilen gehören dabei Glukose und die Ami-
nosäuren . Glukose war in den vorliegenden Kulturen keinesfalls limitierend und lag zu jeder
Zeit in ausreichenden Mengen von über 1 g/L vor . Die Konzentration des in der Glykolyse
gebildeten Laktats lag unter 20 mmol/L, so dass eine Inhibierung ausgeschlossen werden kann
[82, 263] . Ein differenzierteres Bild ergibt sich bei den Aminosäuren . Abbildung 4.14 auf
Seite 65 zeigt den Verlauf der Wiederfindungsraten der Aminosäuren in der ungefütterten
Kultur . Während die meisten Verläufe keinen Hinweis auf Limitierungen und Inhibierungen
geben, fallen vier Aminosäuren auf. Auf der einen Seite sammelt sich Alanin überdurch-
schnittlich stark an, auf der anderen Seite werden Asparagin, Glutamin und Serin praktisch
vollständig verbraucht . Die Konzentrationen sinken dabei auf minimal 5 % des Ausgangs-
wertes . Man kann annehmen, dass eine oder mehrere der drei verbrauchten Aminosäuren
in Kombination, die wesentliche niedermolekulare Limitierung der Kultur ausmachen . Eine

Inhibierung ist nicht wahrscheinlich . Die Akkumulation des Alanin auf fast das Doppelte

des Ausgangswertes, was einer Konzentration von weniger als 0,6 mmo1/L entspricht, kann
als gering angegesehen werden .

Fütterung an Tag 7
-l- keine Fütterung

-0- Zytokine
- .

i
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Abbildung 4.14 : Verlauf der Aminosäurekonzentrationen relativ zum Ausgangswert in ungefütter-
ter Kultur

Betrachtet man die maximalen zellspezifischen Verbrauchsraten der einzelnen Amino-
säuren (Abbildung 4.15 auf der nächsten Seite), fällt besonders der niedrige Asparagin-
Verbrauch auf. Obwohl es sich um eine der niedrigsten Verbrauchsraten handelt, limitiert
dieser Stoff. Asparagin liegt in den Medien in unverhältnismäßig geringen Mengen vor.
Dies zeigt, dass es nicht ratsam ist, ungeprüft Medien-Zusammenstellungen von ande-
ren Zelltypen auf hämatopoetische Zellen zu übertragen und weiterhin, dass eine solche
Überprüfung bei den käuflich erhältlichen Spezialmedien für hämatopoetische Zellen, wie
dem verwendeten CellGro SCGM, offensichtlich nicht stattgefunden hat . Diese Tatsache
ist noch unverständlicher, wenn man berücksichtigt, dass die Aminosäure-Verbrauchsraten
der hämatopoetischen Zellen deutlich unterhalb der von Standard-Zelllinien der Säuger-
zellkultur liegen . Beispielsweise werden für die Glutamin-Verbrauchsrate mehr als 19fach
höhere Werte bei Hybridoma-Zellen und 21fach höhere Werte bei CHO-Zellen angegeben
[5, 57] . Die Versorgung der hämatopoetischen Zellen mit niedermolekularen Substraten
scheint danach im Vergleich zu der Versorgung von üblichen tierischen Zelllinien keine
große Herausforderung darzustellen . Aus diesen Ergebnissen folgt auch, dass es sinnvoll

ist, die entsprechenden Aminosäuren dem Medium zu supplementieren . Dieses Vorgehen

wird beispielhaft in Kapitel 9 auf Seite 141 für die Zelllinie NK-92 demonstriert .

Die Untersuchungen des Einflusses von laminaren Scherkräften auf hämatopoetische Zellen

verfolgen zwei Ziele . Zum einen soll die Zelllinie KG-1 als Modell für primäre CD34+-

Zellen bestätigt werden, zum anderen bieten die Ergebnisse die Möglichkeit, Vergleiche

mit anderen Zelllinien aus dem Bereich der Säugerzellkultur zu ziehen .
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Abbildung4.15: Maximale Aminosäure-Verbrauchsraten in ungefütterter Kultur

Tabelle 4.6 : Die untersuchten Schubspannungen und die zugehörigen Taylorzahlen

Schubspannung ,r [Pa]
0,64
1,45
2,47
3,29

Die Messungen wurden bei vier verschiedenen Schubspannungen durchgeführt (Tabel-
le 4.6) . Bis auf die niedrigste Scherrate liegen alle Messpunkte bereits im Übergangsbe-
reich. Eine Bildung von Taylorwirbeln ist daher wahrscheinlich . Alle Werte liegen jedoch
weit unter der Grenze zur turbulenten Strömung, weshalb man näherungsweise trotzdem
von einer laminaren Strömung ausgehen kann.
Für jede Schubspannung wurden vier Messreihen aufgenommen. Die betrachtete Scher-zeit lag dabei zwischen einer Minute und einem Tag. Ein Beispiel zeigt Abbildung 4 .16 aufder nächsten Seite. An jede Messreihe wurde dann eine exponentielle Funktion angepasst .Die Funktion, die ebenfalls in der Abbildung dargestellt ist, hat die Form:

mit: c = Zelldichte

	

[c/ma]
t = Zeit

	

[sl
k- = Absterbekoeffizienten [1/s]

C(t)

	

exp(k t)

	

()= 4.1c(t = 0)

Der Absterbekoeffizienten ist auch der Anpassungs-Parameter . Die Definition des Ab-sterbekoeffizienten als positive Größe führt automatisch zu negativen Werten von k- . Dies

Tay orz hl ( uße spalt) Taa [-] Taylorzahl (Innenspalt) Tai, [-]
24,40 18,63
55,36 42,28
94,56 71,99

- 125,75 96,04
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Abbildung 4.16 : Die Messwerte einer beispielhaften Absterbekurve für die Zelllinie KG-1 bei einer
Schubspannung von 3,29 Pa und die dazugehörige Anpassung

ist sinnvoll . Im Extremfall, der Abwesenheit jeglicher Scherkraft, geht diese Form in den
normalen Ansatz für ein exponentielles Wachstum der Zellen über . Dann ist der Abster-
bekoeffizient k identisch mit dem Wachstumsfaktor p und ermöglicht ein gemeinsames
Auftragen des Wachstumskoeffizienten und des Absterbekoeffizienten .
Abbildung 4.17 auf der nächsten Seite zeigt diese Koeffizienten als Mittelwert vonjeweils

vier unabhängigen Messungen. Der Wert für die Schubspannung von 0 Pa entspricht dem
mittleren Wachstumskoeffizienten in statischer Kultur, also unter Abwesenheit jeglicher
Agitation des Mediums. Es zeigt sich eine näherungsweise lineare Abhängigkeit zwischen
der Schubspannung und dem Absterbekoeffizienten . Mit der ebenfalls in der Abbildung
dargestellten Anpassung lässt sich eine Aussage über die kritische Schubspannung ma-
chen, bei der kein Wachstum mehr beobachtet werden kann. Dieser Wert liegt danach bei
0,122 Pa.

Eine weitere Messung wurde bei einer sehr geringen Schubspannung von 0,034Pa durch-
geführt. Bei diesem Wert müssen die Zellen sich vermehren, aber nicht mit der maximalen
Wachstumsrate. Mit der Messung kann sowohl die Anpassung aus Abbildung 4.17 auf
der nächsten Seite, als auch der gesamte Versuchsaufbau überprüft werden . Gibt es ne-
ben den Scherkräften andere schädigende Bedingungen, so dürften die Zellen sich unter

einer so geringen Schubspannung nicht vermehren. In vier unabhängigen Versuchen, in

denen die Zellen bis zu 48 Stunden kultiviert wurden, konnte eine Wachstumsrate von

0,0115 :L 0,00751/h ermittelt werden. Die lineare Korrelation der experimentellen Ergeb-

nisse (vergleiche Abbildung 4.17 auf der nächsten Seite) sagt einen Wert von 0,01021/h

voraus . Die Messmethode und die gefundene Korrelation ist damit bestätigt.

Eine äquivalente Untersuchung mit primärem Zellmaterial ist aufgrund der notwendigen

sehr hohen Zellmengen nicht möglich. Es ist aber bekannt, dass die Zelllinie KG-1 prin-
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zipiell die gleiche durchschnittliche Wachstumsrate wie primäre CD34+-Zellen hat. Unter
der Annahme, dass auch bei den primären Zellen zwischen dem Absterbekoeffizienten und
der Schubspannung ein linearer Zusammenhang besteht, ist damit nur noch ein Messpunkt
erforderlich . Daher wurden bei einer Schubspannung von 3,29 Pa zwei unabhängige Mes-
sungen durchgeführt . Die CD34+-Zellen wurden vor der Messung sieben beziehungsweise
zehn Tage in X-Vivo 10 mit dem Zytokin-Standard 2 kultiviert . Nach dieser Kultivierung
waren genügend Zellen für eine Messung vorhanden . Der danach ermittelte Absterbekoef-
fizient betrug 0,391 f 0,152 Pa, der Vergleichswert der KG-1 beträgt 0,378 f 0,151 Pa.

4.4 .3 Diskussion

4. Grundlegende Voruntersuchungen

Abbildung 4.17: Die Wachstums- und Absterbekoeffizienten der Zelllinie KG-1 in Abhängigkeit
von der Schubspannung

Die Wachstums- und Absterbekoeffizienten der primären Zellen und der KG-1 sind imRahmen der Messgenauigkeit identisch . Damit ist die Äquivalenz der Scherempfindlichkeitnachgewiesen, und die KG-1 kann als Modell-Zelllinie für primäre hämatopoetische Zel-len eingesetzt werden . Vor dem Hintergrund, dass nur die absolut notwendige Menge anprimären Zellen für die Untersuchungen verwendet wurde, sind keine weitergehenden Aus-sagen möglich. Besonders die Annahme der linearen Abhängigkeit zwischen dem Abster-belcoeffizienten und der Schubspannung kann nicht überprüft werden. Ausgehend von denbeiden bekannten Messpunkten ist es allerdings unwahrscheinlich, dass die Abhängigkeitwesentlich von der linearen Form der KG-1 abweicht . Prinzipiell sind geringe Abweichungvom linearen Zusammenhang aufgrund der biologischer Vorgänge bei der Scherbelastungzu erwarten, die verwendete Messmethode ist jedoch zu ungenau, um diese aufzuzeigen .Die ermittelten Daten lassen einen Vergleich mit Literaturwerten zu . Die beschriebenenUntersuchungen mit primären hämatopoetischen Zellen können dazu aber nicht herange-zogen werden. Sie verwendeten Zellen aus peripherem Blut vor dem Hintergrund möglicherBeeinträchtigungen der Zellen im fließenden Vollblut in vivo (zum Beispiel [169]) . Dabei
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Abbildung 4.18 : Die Wachstums- und Absterbekoefhzienten der Hybridoma-Zelllinien CRL-8018
und HDP-1 (sowie primärer CD34+-Zellen als Vergleich) in Abhängigkeit der Scherkraft

kommt es bei Scherbelastung zu einer Aggregatbildung der Zellen, besonders in Zusam-
menhang mit Thrombozyten, die eine schützende Wirkung auf die Zellen hat . Die Scher-
empfindlichkeit ist unter diesen Voraussetzungen wesentlich geringer als in einer Einzel-
Zellsuspension . Eine solche Aggregatbildung ist aber bei aufgereinigten CD34+-Zellen nicht
zu beobachten . Daher sind die Ergebnisse nicht vergleichbar .

Vergleiche mit verschiedenen Hybridoma-Zelllinien sind dagegen gut möglich . Es zeigt
sich, dass die von PETERSEN und Mitarbeitern gut charakterisierte Zelllinie CRL-8018
[284] ein identisches Verhalten bei Scherbelastung wie die KG-1 und die CD34+-Zellen

hat ([207], Abbildung 4.18) . Zur Verdeutlichung, dass dies keineswegs selbstverständlich

ist, sind in der Abbildung zusätzlich die Ergebnisse einer Untersuchung der Hybridoma-

Zelllinie HDP-1 [247] gezeigt [1] . Diese Zelllinie ist wesentlich scherunempfindlicher und

zeigt zudem keine lineare Abhängigkeit des Absterbekoeffizienten von der Schubspannung .

Durch das ähnliche Verhalten der Zelllinie CRL-8018 lassen sich die Erfahrungen mit

diesen Zellen in verschiedenen Kultursystemen wahrscheinlich auf hämatopoetische Zel-

len übertragen . Eine praktische Überprüfung dieser Annahme könnte darüber hinaus sehr

unkompliziert mit der Zelllinie KG-1 als Modell erfolgen . Die CRL-8018 ist sowohl im

Spinner-System als auch in einem kontrollierten Suspensionsreaktor umfassend untersucht

worden [174, 207, 208] . Die Ergebnisse der Spinner-Kulturen lassen einen direkten Ver-

gleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit zu . Hierauf wird in Abschnitt 7.2 auf Seite 107

eingegangen . Der untersuchte Suspensionsreaktor (Setric Genie 2C, Setric Genie Industriel,

Toulouse, Frankreich) hatte ein Arbeitsvolumen zwischen 750 mL und 2 L und wäre damit

nur für eventuelle Kultivierungen im größeren Maßstab ein interessantes System .

Die vorliegende Untersuchung kann sicherlich nicht alle Einflussfaktoren der Schersen-

sibilität von Zellen umfassend berücksichtigen. Bekannte Falttoren, wie beispielsweise die

Wachstumsphase der Kultur, spezielle Strömungszustände und die Anwesenheit von Serum

Schubspannung[Pa]

10 15 20 25

y = -0,1024x - 0,0187

v

`'>°prim5re Zellen
0 CRL-8018
0 HDP-1
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Tabelle 4.7 : Die optimalen Bedingungen für die Kultivierung früher hämatopoetischer Zellen

Parameter
Temperatur
Sauerstoffpartialdruck
pH-Wert
Osmolalitdt
Inokulumsdichte

Wert
36-37 °C

25 f 10 % Luftsättigung
7,2-7,4

0,31-0,32 05mol/kg
< 5 . 104 °/mL

oder von Schutzadditiven wurden nicht speziell berücksichtigt (weitere Untersuchungen zu

einzelnen Faktoren finden sich zum Beispiel in [19, 38, 62, 132, 140, 168, 222, 244, 249],

Übersichten über das Thema in [37, 201, 270, 269, 273]) . Es ist bekannt, dass diese Falt-

toren einen spürbaren Einfluss auf Zellen haben, auch wenn die konkreten Auswirkungen

zum Teil umstritten sind . Zum Beispiel gibt es ganz unterschiedliche Aussagen, ob Serum

eine mehr physikalische oder chemisch-biologische Schutzwirkung hat [133, 141] .
Im Fall der ex vivo Vermehrung hämatopoetischer Zellen sind diese Fragestellungen aber

von niedriger Priorität . So hat ein hoher Serumanteil einen sehr positiven Effekt sowohl auf

die Expansion, als auch auf die Scherempfindlichkeit der Zellen . In einer klinischen Anwen-
dung ist aber der Einsatz von Serum oder chemischen Schutzadditiven, wenn es vermeidbar
ist, nicht zulässig . Die Frage nach der Schutzwirkung dieser Stoffe bei Scherbelastungen ist
daher nicht von praktischer Relevanz .

4.5

	

Schlussfolgerungen aus den Voruntersuchungen

Die vorgestellten Ergebnisse ergeben gemeinsam mit dem Stand der Technik aus der Litera-
tur (siehe Abschnitt 2.5.3 auf Seite 18) ein klares Parameterfeld für die optimale Kultivie-
rung hämatopoetischer Zellen . Eine Zusammenfassung dieser Parameter zeigt Tabelle 4.7 .
Bei jeder Kultivierung muss jedoch genau das Ziel festgelegt werden . Unterschiedliche
Subpopulationen werden auch von unterschiedlichen Kulturbedingungen unterstützt . Für
die Kultivierung früher Vorläuferzellen wird im klinischen Umfeld zumeist die Zahl der
CFU-GM herangezogen . Dabei ist auch zu beachten, dass CFU-GM hierbei zumeist als
Sammelbegriff benutzt wird, der neben den CFU-GM auch die CFU-G und die CFU-M
einschließt . Eine genauere Differenzierung findet also nicht statt . Ein ideales Maß für die
Kultivierung möglichst früher Zellen ist dies nicht . Eine Ausrichtung der Kultur hinsichtlich
einer optimalen Vermehrung von LTC-IC oder MRC ist biologisch wesentlich sinnvoller,
jedoch in der Praxis ungleich aufwendiger .
Wenn der hier dargestellte Rahmen der physikalischen Parameter während der gesam-

ten Kultivierung eingehalten wird, kann davon ausgegangen werden, dass bezüglich dieser
Parameter die Kultur sehr nahe am Optimum betrieben wird . Eine relevante Verbesserung
der Zellexpansion durch Variation dieser physikalischen Rahmenbedingungen kann ausge-
schlossen werden . Wesentlich für die weitere Optimierung ist die Medienzusammensetzung .
Dabei haben die Untersuchungen zur Fütterungsstrategie mehrere wichtige Erkenntnisse
gebracht . In jedem Fall ist es bei Kultivierungen über einen Zeitraum von mehr als sieben
Tagen hinaus notwendig, zu füttern . Mögliche Limitierungen liegen dabei zwar zunächst
bei niedermolekularen Stoffen, jedoch hat die Fütterung frischer Zytokine immer einen
deutlich positiven Effekt . Ebenso wichtig wie die Aufhebung der Aminosäurelimitierung
ist daher die Zugabe frischer Zytokine .
Im folgenden Kapitel werden die Kultursysteme vorgestellt, deren zentrale Aufgabe es ist,

die in diesem Kapitel vorgestellten optimierten Bedingungen in einem relevanten Maßstab
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über die vollständige Kulturzeit zu ermöglichen . Die Optimierung der Medienzusammen-
setzung durch eine geschlossene Bilanzierung der Bestandteile während der Kultur ist nicht
Aufgabe dieser Arbeit, sondern vielmehr deren folgerichtige Weiterführung . Die Kultursy-
steme sollen die Möglichkeit schaffen, eine geschlossene Bilanz zu erstellen . Darüber hinaus
sollen sie auch eine kontrollierte Kultur ermöglichen, so dass einzelne Parameter variiert
werden können, ohne dass sich andere zwangsläufig ändern .





In diesem Kapitel werden die grundlegenden konstruktiven Merkmale der neu entwickelten
Kultursysteme vorgestellt . Detaillierte technische Zeichnungen finden sich in Kapitel F auf
Seite 201 . Durch die Rahmenbedingungen, die im vorangegangenen Kapitel sowie in Ab-
schnitt 2.5 .4 auf Seite 23 vorgegeben wurden, ist eine grundlegende Konzeption festgelegt .
Die begrenzte Menge an Zellen in einer Spende, die notwendige Zellzahl für klinische Ap-
plikationen und die prinzipiell aus Erfahrungen mit tierischen Zellkulturen abschätzbare,
erreichbare Zelldichte bestimmen die Kulturvolumina . Darüber hinaus sind die geforderten
konstanten physikalischen Kultivierungsparameter nur mit einer geeigneten Messtechnik
im Reaktorraum realisierbar . Die notwendige Fütterung kann prinzipiell diskontinuierlich
durch manuellen Austausch des Nährmediums erfolgen . Jedoch können so keine konstanten
Konzentrationen der Medieninhaltsstoffe gewährleistet werden . Mit einer kontinuierlichen
Zufütterung in einer perfundierten Kultur ist dies möglich . Durch die gezielte Rückhal-
tung der Zellen im Reaktorraum wird eine Verweilzeit-Entkopplung von Biomasse und
Nährmedium erreicht . Damit lassen sich durch die gezielte Zufütterung prinzipiell auch
alle chemischen Parameter in der Kultur kontrollieren und gegebenenfalls konstant hal-
ten . Die spezielle Ausführung dieser Zellrückhaltung ist eine zentrale Problemstellung bei
der Konstruktion neuer Kultursysteme . Im immobilisierten System ist die Zellrückhaltung
praktisch immanent . Solange die Oberfläche, auf der die Zellen haften, nicht den Reaktor
verlässt, was sehr einfach zu verhindern ist, ist eine Zellrückhaltung gegeben. In suspen-
dierten Systemen ist die Frage der Ausführung einer Zellrückhaltung dagegen zunächst
offen und bedarf besonderer Aufmerksamkeit .

5.1

	

Immobilisierte Systeme

KAPITEL 5

Konstruktion der Kultursysteme

Die immobilisierten Systeme basieren auf der Idee, die hämatopoetischen Zellen in Kokul-
tur mit stromalen Zellen auf porösen Mikroträgern mit einem Durchmesser von 400-700 /.cm
zu kultivieren . Dadurch werden die Verhältnisse in vivo in zweierlei Hinsicht mimikriert .
Zum einen wachsen die hämatopoetischen Zellen wie im menschlichen Körper in direktem
Kontakt mit den stromalen Zellen und der extrazellulären Matrix und zum anderen findet
dies, genau wie im Knochenmark, in einem dreidimensionalen Verband statt . Hierdurch soll
den Zellen ermöglicht werden, alle, auch die noch unbekannten, Stimulationen und Wech-

selwirkungen zu erfahren . Aufgabe des Kultursystems ist es, eine geeignete Umgebung,

einschließlich der kontrollierten Versorgung der Zellen mit Nährstoffen und Sauerstoff, für
diese bewachsenen Mikroträger zu schaffen .

5.1 .1

	

Der Festbettreaktor

Der Festbettreaktor ist die Weiterentwicklung eines Wirbelschichtreaktors für die tieri-

sche Zellkultur [18, 76] . Deshalb folgt der prinzipielle Aufbau, wie er in Abbildung 5 .1

auf der nächsten Seite dargestellt ist, der Wirbelschichttechnik. Der Reaktor besteht aus

einer Glasröhre, die als Kultivierungsraum dient . Hierin liegen die Mikroträger als Festbett

auf einem Haltesieb . Das Festbett wird kontinuierlich durch einen externen Umlauf von

Medium durchströmt . Die Perfusion des Reaktors erfolgt durch kontinuierliches Einleiten
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von Frischmedium in den Umlauf. Oben an der Reaktorröhre wird durch einen Überlauf
das verbrauchte Medium abgeführt . In den Umlauf ist neben dem Zulauf des Frischme-
diums, der peristaltischen Umlaufpumpe und der Messtechnik, auch ein Begasungsgefäß
integriert . Die Begasung erfolgt dabei diffusiv über dünnwandige Silikonschläuche . Die
übrigen Leitungen sind aus Marprene-Schläuchen gefertigt, die keine Diffusion über die
Schlauchwand zulassen . Dadurch wird einerseits eine sehr kontrollierte und definierte Be-
gasung ausschließlich über das Begasungsgefäß ermöglicht, andererseits wird ein Ausgasen
über die Leitungen des Umlaufs verhindert. Dieses ist besonders im Fall des Wasserdampfes
kritisch . Tritt ein Ausgasen auf, so kann wegen der geringen Perfusionsraten des Frisch-
mediums in dem System nur schwer verhindert werden, dass der Wasserverlust zu einem
deutlichen Anstieg der Osmolalität führt . Abbildung 5.2 auf der nächsten Seite zeigt eine
Fotografie des Festbettreaktors .
Der erste Festbettreaktor, der von SCHRÖDER und MEISSNER verwendet wurde [172,

2431, bestand aus einem Wirbelschichtreaktor, bei dem die Richtung des Medienumlaufs
umgekehrt wurde, so dass in der Reaktorröhre die Strömung von oben nach unten verlief.
Das Haltesieb für die Träger wurde lose in die Röhre gelegt . Zwei Punkte sind bei dieser
Konfiguration von Nachteil . Erstens ist es nur sehr schwer möglich zu verhindern, dass Trä-
ger seitlich am Sieb vorbei in den Umlauf gelangen, wo sie durch die Pumpe geschädigt wer-
den . Zweitens ist das Verhältnis von Gesamtvolumen des Systems zu Trägerschüttvolumen
äußerst ungünstig. Dieses Verhältnis sollte möglichst klein sein, was sowohl ökonomische
wie biologische Gründe hat . Je kleiner das Verhältnis, umso geringer ist der Medienbe-
darf und damit auch die Medienkosten, die den wesentlichen wirtschaftlichen Faktor einer
Kultivierung ausmachen . Zudem ist gerade im immobilisierten stromahaltigen System die
Bildung von löslichen Wachstumsfaktoren durch die Zellen von großer Bedeutung . Je klei-
ner das Verhältnis von Gesamtvolumen zu Trägerschüttvolumen ist, umso höher ist die
Konzentration dieser Faktoren im Medium .
Der weiterentwickelte Festbettreaktor löst beide Probleme . Der untere Teil der Reaktor-

röhre wurde mit einem Flansch statt einem Glaskonus versehen, das Haltesieb wird dort
fest verklemmt . Zusätzlich wurde statt des Siebes (Maschenweite 0,5 mm) allein eine zwei-
lagige Kombination aus dem Sieb und einem KunststoffGewebe (Quadratmaschengewebe,
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r c)

\laschenweite 40Ean) verwendet . Dadurch ist es ausgeschlossen . dass Träger in den l_~nila»f

gelangen .
Uni das Verhältnis von Gesamtvolumen zu Trägerschüttvolumeti zu verlxssertc . wur-

den die Volumina im -Umlauf stark verringert . Dazu wurden kleinere Schlaucledurchmes-

ser gewählt, die Elektroden-Halterungen umkonstruiert unci cin w-c>setitlicle kleineres Bega-

sungsgefäfs konstruiert . Das Begasungsgefäls zeichnet sich zusätzlich durc h eine defitiierte

Geometrie der Stoffübergangsffäche aus .

Insbesondere die externe, das keifst im -talauf gelegene . Begasung vergrölsert das Ver-

hältnis von Gesamtvolumen zu Trägerschüttvolumeti stark . In Wirbc]schichtreaktoren katm

durch eine interne, das heilst im Reaktorraum integrierte . Begasung dieses Verhältnis wve-

sentlich verbessert werden . Die Abbildung 5 .3 auf der nächsten Seite zeigt (las Voluluele-

verhältnis für verschiedene Reaktortypen . Deutlich ist die , Verbesserung im Vergleich zum

alten Festbettreakt,or (66 mL Gesamtvolumen zu 10 mL Trägerschüttvolumen) ni erkennen .

Das erreichte Verhältnis von 2 .8 (28tnL Gesamtvolumen zu l0mL Trägerschiittvolumen)

ist bisher nur in Wirbelschichtreaktoren finit integrierter Begasung erreicht worden .

Dieser Reaktor versucht . die \Iitnikrierung der in vivo Verhältnisse über die knochvii-

marksähnliche dreidimensionale hokultivierung auf porösen Mikroträgern hinaus zu ver-

vollständigen . _Dergesamte Aufbau gleicht dem menschlichen Organismus . Die Analogien

zeigt Abbildung 6 .-1 auf der nächsten Seite . Auf' diese «eise besteht die Hoffnung . dass siele
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Abbildung 5.3 : Vergleich der Volumina verschiedener Reaktoren

die vielen unbekannten Einflussfaktoren der Kultivierung, die sich der gezielten Manipula-tion entziehen, von selbst optimal einstellen, wie es in vivo der Fall ist .

5.1 .2

	

Der Miniatur-Schlaufenreaktor
Der Festbettreaktor ist mit einem Trägerschüttvolumen von 10 mL auf den Betrieb miteiner einzelnen Spende ausgelegt . Um vergleichende Untersuchungen mit einer einzelnenSpende durchführen zu können, ist ein Trägerschüttvolumen um 1 mL erstrebenswert . Esexistieren derzeit keine Systeme, die Festbettreaktionen in einem solchen Maßstab ermög-lichen . Aus diesem Grund wurde der Miniatur-Schlaufenreaktor entwickelt .Das Grundprinzip dieses neuen Systems zeigt Abbildung 5 .5 auf der nächsten Seite . Ineinem Einsatz aus rostfreiem Edelstahl liegt eine Trägerschüttung von 1 mL auf einem

Abbildung 5.4 : Der Festbettreaktor als Simulation des menschlichen Organismus
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Abbildung 5.5 : Das Prinzip des Miniatur-Schlaufenreaktors

77

Sieb . Der Einsatz ist mit drei Stützen versehen und so dimensioniert, dass er in der Mitte
einer Vertiefung einer handelsüblichen Gewebekulturplatte mit zwölf Vertiefungen platziert
werden kann .
Auf Mikroträgern können Zellen im besten Fall gewebedicht wachsen . Die Versorgung

der Zellen mit Nährstoffen und Sauerstoff in einem Gewebe erfolgt durch diffusiven Stoff-
transport . Um eine Limitierung der Zellen ausschließen zu können, darf der Diffusionsweg
und damit die Gewebedicke nicht zu groß sein . Aus den Erfahrungen mit tierischen Zell-
kulturen kann geschlossen werden, dass die maximale Weglänge der Diffusion 0,5 mm nicht
überschreiten sollte [18] (diese Überlegungen gelten natürlich äquivalent auch für den Fest-
bettreaktor) . Die Festbettschüttung in dem beschriebenen Einsatz in einer Vertiefung der
Gewebekulturplatte hat bei reiner Diffusion in der Schüttung einen minimalen Diffusi-
onsweg von 3,5 mm. Damit wird deutlich, dass es für eine Versorgung der Zellen auf den

Trägern unerlässlich ist, innerhalb des Festbetts für Konvektion zu sorgen .
Am Boden der Vertiefung liegt dazu ein Magnetrührstab (7 x 2mm2), durch den das

Medium in einer schlaufenförmigen Strömung bewegt wird . Hierdurch wird das Festbett

kontinuierlich mit Medium durchströmt . Damit ist außerhalb der Mikroträger ein konvek-

tiver Stofftransport gewährleistet, der Medien- und Sauerstofflimitierungen im Inneren der

Schüttung verhindert . Der maximale Diffusionsweg verringert sich damit auf den Radius

der Mikroträger und ist somit, bei geeigneter Trägerwahl, unkritisch.

Die Gewebekulturplatte mit den zwölf Miniatur-Schlaufenreaktoren wird dann auf einen

speziellen Magnetrühr-Antrieb mit zwölf Rührstellen platziert und wie eine übliche Gewe-

bekulturplatte in einem Brutschrank inkubiert (Abbildung 5.6 auf der nächsten Seite) . Die

kommerziell erhältliche Form des Magnetrühr-Antriebs mit zwölf Rührstellen funktioniert

elektromagnetisch . Dies führt jedoch zu einer starken Wärmeentwicklung durch den Wider-

stand der verwendeten elektrischen Spulen . Das Medium kann dadurch im Brutschrank bis

auf 56 °C erhitzt werden . Es ist daher notwendig, zwischen den Antrieb und die Gewebe-

kulturplatte eine dünne doppelwandige Zwischenplatte zu platzieren, durch die aus einem

externen Wärmebad 37 °C warmes Wasser geleitet wird . Der Miniatur-Schlaufenreaktor

ist dadurch thermisch von dem Rührantrieb entkoppelt . Durch die geringe Bauhöhe der

Zwischenplatte von 9 mm ist die Wirkung der magnetischen Antriebskräfte jedoch nicht be-

einträchtigt . Aufgrund der Verwendung von Wasser mit der Temperatur des Brutschranks

treten keine weiteren thermischen Effekte auf. Ein Einsatz von kühlerem Wasser führt

beispielsweise zur sofortigen Kondensation des Wassers der vollständig gesättigten Atmo-

sphäre im Brutschrank . Die Folgen wären Verdunstungen in den Kultursystemen und damit
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Abbildung 5.11 : Das Prinzip der Zellrückhaltung
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(Abbildung 5.11) . Sie besteht aus einer Filtration, die das Prinzip des Spinfilters umkehrt .
Das wesentliche Problem einer Filtration zur Zellrückhaltung ist das Verblocken des Filters
durch die Biomasse . Dies kann durch eine starke Strömung über die Filterfläche verhindert
werden . Beim Prinzip des Spinfilters erzeugt die Bewegung des Filters diese Strömung. Im
neuen Suspensionsreaktor ruht der Filter, liegt aber sehr dicht über dem Rührer (Abstand
< 5 mm), der die Filterfläche vollständig überdeckt . Dadurch wird ebenfalls eine hohe
Querströmung an der Filterfläche erzeugt . Eine Verblockung des Filters wird zusätzlich
dadurch verhindert, dass das Medium aktiv durch den Filter aus dem Reaktor hinausge-
pumpt wird . Die dazu verwendete peristaltische Pumpe kann erhebliche Drücke erzeugen,
was einen Vorteil gegenüber dem Spinfilter darstellt, bei dem das treibende Druckgefälle

rein durch den hydrostatischen Druck des Mediums im Reaktorraum entsteht und somit
stark begrenzt ist .

Diese Vorteile der neuen Konzeption ermöglichen auch die Verwendung von Filtern mit

sehr kleinen Maschenweiten . Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Edelstahl-Köpertresse

mit einer nominalen Filterfeinheit von 2 Mm (absolute Feinheit 8-9 qcm) benutzt . Dieses

sehr feine Gewebe zieht eine der wesentlichen konstruktiven Herausforderungen in Form

der Abdichtung des Filters im Ablauf nach sich . Das Schweißen oder Löten eines so feinen

Gewebes ist nicht möglich . Es wurden daher zwei unterschiedliche Lösungen mit Dicht-

ringen entwickelt (Abbildung 5.12 auf der nächsten Seite) . Im Falle eines einlagigen Fil-

tergewebes wurde der Filter in einen Dichtring mit U-förmigem Dichtungsprofil eingelegt

und zwischen der Ablaufglocke und Überwurfmutter verklemmt . Eine zweiteilige Dichtung

lässt sich hier nicht realisieren, da das Gewebe zum Faltenwurf neigt und so Undichtigkeiten

entstehen können . Um trotzdem die Abdichtung mit zwei Flachdichtungsringen zu ermög-

lichen, wurde eine spezielle Filterronde hergestellt, die einen aufgepressten Edelstahlrand

als Stützring aufweist, der auch als Dichtfläche dient . Zur Stabilisierung ist ein zweites Fil-
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Abbildung 5.13 : Der scherarme Magnetrührstab

tergewebe (Quadratmaschengewebe, Maschenweite 500 mm) als Stützlage vorhanden . Beide
Varianten sind funktionell gleichwertig und wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet .
Während die erste Variante einen erhöhten manuellen Aufwand beim Zusammenbau erfor-
dert, muss in der zweiten Variante die eingelegte Ronde vor der Verwendung ausführlich
auf die Dichtigkeit des aufgepressten Randes geprüft werden, da dieses Verfahren stark
fehleranfällig ist .

Als Rührer wurde, um eine kompakte Reaktorbauweise zu ermöglichen, ein Magnetrühr-
stab gewählt . Sämtliche handelsübliche Magnetrührstäbe sind aber nicht dazu geeignet,
zellhaltige Suspensionen zu durchmischen, da die auftretenden Scherkräfte zur letalen Schä-
digung der Zellen führen . Dies gilt auch für die vermeintlich scherarmen Bauformen wie
der sogenannten Eiform, des Rührstabes mit Mittelring und des Hantelrührers . Durch eine
weiter optimierte Rührergeometrie konnte aber eine Vermischung erreicht werden, die keine
Zellschädigung zur Folge hat . Der neue Rührer ist in Abbildung 5.13 dargestellt . Es handelt
sich um einen Teflonrührer mit einem handelsüblichen zylinderförmigen Magnetrührstab,
der mit einer Presspassung im Kern des Rührers befestigt ist . Die Auflagefläche des Rüh-
rers liegt mittig und macht nur 4 % der gesamten vom Rührer überstrichenen Fläche aus .
Die Rührer-Vorderkante ist um 45° geneigt und lenkt die Strömung verstärkt gegen die
Filterfläche . Die Hinterkante ist abgerundet, um einen zellschädigenden Strömungsabriss
zu verhindern oder mindestens abzuschwächen .
Um das geforderte kleine Volumen zu ermöglichen, liegen Filter und Rührer sehr tief

im Reaktorraum (Abbildung 5.14 auf der nächsten Seite) . Die Elektroden für die pH- und
p02-Messung liegen seitlich des Filters und reichen ebenfalls bis direkt über den Boden
des Reaktors . Auf diese Weise ist ein Betrieb des Reaktors, inklusive der Zellrücl haltung
und der Messtechnik, mit einem minimalen Volumen von 40 mL möglich . Im oberen Be-
reich des Reaktors weitet sich der Durchmesser . Dadurch wird einerseits Platz für die
Deckelkonstruktion und die darin angebrachten Anschlüsse und Verschraubungen geschaf-
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fen, andererseits erhöht sich damit die Flüssigkeitsoberfläche bei größeren Füllständen . Da
der Reaktor rein oberflächenbegast ist, ist dies ein wichtiger Schritt für eine bessere Sauer-
stoffversorgung der Zellen . Insgesamt erreicht der Reaktor ein maximales Betriebsvolumen
von 550 mL. Damit ist der geforderte Volumenbereich weit überschritten .

Seitlich am Reaktor ist ein großer Probenahmestutzen angebracht, durch den es möglich
ist, auch bei kleinstem Füllstand, mit einer Pipette eine Probe zu entnehmen, deren Volu-
men nur wenige Mikroliter beträgt . Nur mit solch kleinen Proben kann eine Prozessanalyse
durchgeführt werden, ohne gleichzeitig unnötig Zellen zu verlieren .
Für die Temperaturkontrolle wird der Wert des Temperaturfühlers in der pH-Einstab-

messl ette abgegriffen und als Regelgröße des externen Wärmebades verwendet . Dieses ist
an den Doppelmantel des Reaktors angeschlossen, wie es in Abbildung 5 .15 auf der nächsten

Seite gezeigt ist . Die Abbildung zeigt darüber hinaus die Versorgung mit Frischmedium
und dem Gasgemisch, das vor dem Reaktor in einer Flasche befeuchtet wird, um das

Austragen von Wasser zu verhindern . Bei einem trockenen Gasstrom führt das ausgetragene

Wasser zu starken Osmolalitätserhöhungen . Vor und hinter dem Reaktor wird das Gas

durch Sterilfilter geleitet, die grundsätzlich aus Sicherheitsgründen redundant ausgeführt

sind .
Abbildung 5.16 auf der nächsten Seite zeigt eine Fotografie des Reaktors . Hier, wie auch

irn Schema von Abbildung 5.15 auf der nächsten Seite, ist ein zweiter Medienablauf zu

erkennen . Dieser ist nicht mit einer Zellrücl haltung versehen, sondern besteht aus einem

einfachen Absaugrohr, das, durch die Kombination mit einem flexiblen Edelstahlschlauch

in einer frei wählbaren Höhe im Reaktorraum endet . Ursprünglich war dieses Rohr als

Sicherheitsablauf vorgesehen, falls die Zu- und Ablaufpumpen nicht zuverlässig genug den

eingestellten Volumenstrom fördern . Damit wäre die Gefahr eines Überlaufens des Reak-

tors, beispielsweise über Nacht, gegeben . Die praktische Verwendung zeigte, dass diese

Maßnahme nicht notwendig ist, da die Pumpen auch bei längerem Betrieb eine sehr ho-

he Präzision und Stabilität des geförderten Volumenstroms aufweisen. Trotzdem erfüllt

dieser zweite Ablauf eine Aufgabe als praktische Möglichkeit zum schnellen Entleeren des

Reaktors .
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Abbildung 5.18 : Das Prinzip des miniaturisierten Spinners
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Abbildung 5 .17 : Vergleich eines kommerziellen Spinners mit dem neuen miniaturisierten Spinner

Deckel

Systeme für vergleichende Untersuchungen in Suspension gibt es in großer Zahl . Neben
den üblichen Gewebekulturplatten sind dies meistens Gewebekulturflaschen oder Kultur-
Beutel . Aber auch Spinnerflaschen wurden bereits erfolgreich eingesetzt (vergleiche Tabel-
le 2 .6 auf Seite 20) . Diese ermöglichen zwar keine vollständig kontrollierte, aber zumindest
eine gerührte Kultur, weshalb sie, bezüglich des kontrollierten Suspensionsreaktors, rele-
vantere Kulturbedingungen ermöglichen als die ungerührten Systeme . Für vergleichende
Untersuchungen sind Spinner mit Reaktionsvolumina von 10 mL oder weniger erforderlich .
Solche kleinen Spinner sind kommerziell erhältlich (zum Beispiel von den Firmen Bell-
coGlass, Inc., Vineland, NJ, USA oder Wheaton Science Products, Millville, NJ, USA) .
Die kommerziellen Lösungen zeigen aber in der praktischen Verwendung große Konstruk-
tionsmängel . Die Seitenarme der Flaschen, über die die Befüllung, die Entleerung und die

Probenahme mithilfe von Pipetten erfolgen, sind in ihrem Durchmesser so klein, dass nur

Pipetten mit einem Volumen von maximal 2 mL verwendet werden können . Desweiteren
sind die Lage und der Winkel der Seitenarme so gewählt, dass man den Boden der Gefäße
mit der Pipette nicht erreichen kann (Abbildung 5 .17) . Aus diesem Grund können zwar

sehr kleine Volumina kultiviert werden, eine Probenahme ist aber nicht möglich, da das

Volumen nicht durch eine Pipette zugänglich ist .
Der neu-konstruierte miniaturisierte Spinner, der in Abbildung 5.18 dargestellt ist, löst

dieses Problem . Er besitzt Seitenarme mit einem großen Durchmesser, die so platziert sind,



Abbildung 5 .19: Fotografie des iniiiiaturisierten Spinners

5 . Ko~n .,~ truktion (1cr IiultursYsteme

dass der hiilttirratuii vollständig mit Pipetten erreicht werden kann . Zusätzlich schafft (lie
grobe Bodenplatte eine erhöht(, Kippsicherheit . Das minimale Krrlturvolurrien liegt 1)ei
101111- wobei (lies nur (ltrr(-li die Tatsache festgelegt ist . dass als diesem Voluinerr der
flührstah vollständig in (las Medi(nr( eintaucht . Dies ist aper keine absolut riotwerrdige
Beding(mg, weslrall) eine Kultivierung mit geringeren Volumen durchaus denkbar ist .

Die Konstruktion des ßiilrrers orientiert sich an den Spiniiern der Firnia Belleo 1161 .
1951 . Der ßührer besteht aus einem \Iagnetrührstah. der reit einer Presspassmrg irr einer
Rührwelle befestigt ist . Diese ist lose drehbar im Deckel gelagert . AI>l)ildung 5.19 zeigt eine
Fotografie des tniiiiaturisierterr Spinners .
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20 -

U) 10

5

= gemessener Sauerstoffpartialdruck

qO2 =
CT VT

mit : q02 = zellspezifische Sauerstoffverbrauch [kg/cs]
cT = Zeltkonzentration auf den 'Lägern [c/mal
VT = Trägerschüttvolumen

	

[n13]

6 .1 .1.2 Verweilzeitverhalten

U= vzu

Vum
mit : U

	

= Umlaufverhältnis

	

[-]
Vxu = Volumenstrom des Medien-Zulaufs [m/s]
Vu�z = Volumenstrom des Medien-Umlaufs [m/s]
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Abbildung 6.1 : Theoretischer und experimentell ermittelter Sauerstofftransfer im Begasungsgefäß
des Festbettreaktors

[% Luftsättigung]

Diese Gleichung ist in Kapitel G auf Seite 211 ausführlich hergeleitet .
Der zellspezifische Sauerstoffverbrauch berechnet sich im Falle eines stabilen Betriebs-

punktes als Quotient aus dem eingetragenen Sauerstoff und der Gesamtzellzahl im Reaktor,
also :

(6 .2)

Das Verweilzeitverhalten des Festbettreaktors wurde für verschiedene Umlaufverhältnis-
se wie in Abschnitt 3.7.2 auf Seite 51 beschrieben bestimmt . Das Umlaufverhältnis desperfundierten Prozesses ist definiert als :

(6.3)

® experimentell

-theoretisch
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Abbildung 6.2 : Zahl der idealen Rührkessel im Modell der Rührkesselkaskade, die zur Modellierung
des Verweilzeitverhaltens des Festbettreaktors notwendig sind, in Abhängigkeit vom eingestellten
Umlaufverhältnis

Im Falle U = 0 ist der Prozess eine ungefütterte, gerührte Kultur, also ein klassisches
Batch-Verfahren, im Falle U -+ oo ein Strömungsrohr .
Das Verweilzeitverhalten wurde mit dem Modell der Rührkesselkaskade angepasst (Glei-

chung (2.13) auf Seite 29) . In Abbildung 6 .2 ist die Anzahl der für eine Anpassung notwen-
digen idealen Rührkessel in einer Kaskade als Funktion des Umlaufverhältnisses aufgetra-
gen . Man sieht, dass bei einem Umlaufverhältnis von U < 0,5 das Verhalten des Reaktors
dem eines idealen Rührkessels entspricht . Bei höheren Werten kommt es zu deutlichen
Kurzschluss-Strömungen, wodurch das Verhalten nicht mehr ideal ist . Für die Modellie-

rung ist hier eine linear steigende Zahl von Rührkesseln in der Modell-Kaskade notwendig .
Der Grenzwert von U = 0,5 ist dabei im Rahmen des untersuchten Bereiches unabhängig
von der absoluten Höhe des Volumenstroms . Der untersuchte Bereich des Zulaufvolumen-
stroms lag bei 6-1044 mL/h.

In der Praxis ist beim Betrieb des Festbettreaktors kein Umlaufverhältnis größer als 0,5

zu erwarten, weshalb der Reaktor als ideal vermischt angesehen werden kann. Der Volu-

menstrom des Zulaufs wird maximal bei den untersten Werten des untersuchten Bereichs

liegen, da die metabolischen Raten der hämatopoetischen Zellen im Vergleich zu anderen

Zellkulturen sehr gering sind .
Zusätzlich wird der Umlaufvolumenstrom im oberen Bereich liegen . Der Sauerstoffein-

trag und dessen ideale Vermischung stellen Probleme dar, die von der hier dargestellten

Untersuchung nicht erfasst wird. Da die Sauerstoffversorgung nicht durch den Medienzu-

lauf, sondern über das Begasungsgefäß erfolgt, ist hier nicht das Umlaufverhältnis, sondern

der Absolutwert des Umlaufvolumenstroms und die Zusammensetzung der Gasphase im

Begasungsgefäß entscheidend . Ein hoher Umlaufvolumenstrom ist deshalb notwendig, um

eine spürbare Abreicherung des Sauerstoffs über die Betthöhe zu vermeiden . Ein solcher

Sauerstoffgradient im Festbett würde inhomogene Kulturbedingungen bedeuten und ist

unerwünscht .
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stromale Zellen :
hämatopoetische Zellen :
Medium:
Mikroträger :
Kultursystem:
Kulturdauer :
Inokulumsdichte, stromale Zellen :
Inokulumsdichte, hämatopoetische Zellen:
Fütterung :

6 . Verfahrenstechnische Charaltterisierung

Tabelle 6.1 : Die Kultivierungsparameter für die Untersuchung der Gradientenbildung beim Inoku-
lieren des Festbettreaktors

6.1.1 .3 Gradientenbildung

Zelllinie M2-10B4 (bestrahlt mit 80 Gy)
Zelllinie KG-1
IMDM + 10% FCS
10 mL poröse Siran-Sinterglasträger
Festbettreaktor (Gesamtvolumen : 28 mL)
1 bzw . 2 Tage
5 .106 C-/rnLTrrigerschüttung
5 - 105 C-/r11LTrhgerschüttung
keine

Ein wesentlicher konzeptioneller Nachteil des Festbett-Ansatzes ist die Gefahr der Bil-
dung von Gradienten. Sauerstoff- und Nährstoffgradienten lassen sich bei dem Reaktor
durch einen hohen Umlaufvolumenstrom beziehungsweise ein niedriges Umlaufverhältnis,
wie oben beschrieben, vermeiden . Dabei bleibt aber die nage offen, ob sich die Zellen
homogen auf den Trägern ansiedeln, oder ob es nach dem Inokulieren ebenfalls zu einer
Gradientenbildung kommt, wie bei größeren Festbettreaktoren beschrieben wurde [150] .
Ein solcher Gradient in der immobilisierten Zelldichte hätte zwei Nachteile . Zum einen

könnten so keine einheitlichen optimierten Zustände bei der Kultivierung garantiert werden
und zum anderen wäre keine repräsentative Probenahme mehr möglich . Selbst wenn sich
die Zellzahlen real nicht veränderten, würde man eine Veränderung messen, da man entlang
des Gradienten Proben zieht .
Beim Inokulieren werden die Zellen von oben auf das Festbett gegeben, der Reaktor

wieder verschlossen und die Umlaufpumpe in Betrieb genommen . Diese pumpt das Me-
dium von oben nach unten durch das Festbett und zieht dadurch die Zellen in das Bett
hinein, wo sie auf den Mikroträgern immobilisieren . Dieser Vorgang ist nach einem Tag
abgeschlossen . Um die Gradientenbildung zu untersuchen, wurde ein Festbettreaktor auf
diese Weise mit bestrahlten M2-10B4 inokuliert und nach einem Tag vollständig abgeern-
tet . Die Rahmenbedingungen dieses und des folgenden Versuches zeigt Tabelle 6.1 . Bei
der Zellernte wurden die Träger in fünf Schichten von oben nach unten entnommen . Für
jede Schicht wurden das Trägervolumen und die immobilisierte Zellzahl bestimmt . In Ab-
bildung 6.3 auf der nächsten Seite ist die so ermittelte Zellkonzentration bezogen auf die
mittlere Zellkonzentration aller fünf Schichten aufgetragen . Die Messwerte werden dabei
auf die Lage der betreffenden Trägerschicht im Festbett bezogen. Die relative Betttiefe gibt
diese Lage in standardisierter Form an. Die Betttiefe von null entspricht dabei dem oberen
Ende des Festbettes, die Betttiefe eins dem unteren Ende. Deutlich ist in der Abbildung
die verstärkte Immobilisierung der Zellen im oberen Bereich des Festbettes zu erkennen .
Dieser Gradient bildet sich dabei unabhängig von dem gewählten Volumenstrom aus . Es
wurden Volumenströme zwischen 0,84 und 28 mL/min untersucht, wobei der sich ausbilden-
de Gradient davon unbeeinflusst blieb . Dies lässt auf einen Filtrations-Effekt schließen . Die
Zellen bleiben bei der dichten Packung der Mikroträger in den oberen Schichten hängen .
Nur wenige Zellen gelangen überhaupt in die unteren Schichten und haben so die Chance,
sich dort anzusiedeln . Diese Erklärung wird auch durch die Beobachtung unterstützt, dass
nach dem Inokulieren innerhalb von nur wenigen Minuten das Reaktormedium klar wird,
sich also offensichtlich die Zellen nicht mehr im Umlauf befinden .
Um dieses Problem zu lösen, wurde versucht, in eine Wirbelschicht zu inokulieren . Wie
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Abbildung 6.3 : Gradientenbildung von stromalen Zellen bei unterschiedlichen Inokulums-
Methoden im Festbett (Erläuterung siehe Text)

in Abschnitt 10.1.1 auf Seite 152 noch gezeigt werden kann, ist zwar eine Kultivierung
der stromalen und hämatopoetischen Zellen in einer Wirbelschicht nicht möglich, die Im-
mobilisierung dagegen schon . Es wurde daher der Medienumlauf umgekehrt, so dass das
Festbett von unten nach oben durchströmt war . Bei einer Strömungsgeschwindigkeit von
28 mL/min werden die Träger in eine nur gering expandierte Wirbelschicht gebracht . Die
Zellen werden so nicht mehr durch die Träger zurückgehalten, sondern zufallsverteilt in
die Poren der Träger gespült und haben dort die Möglichkeit, sich anzuheften . Dieser Vor-
gang dauert länger, was auch anhand der längeren Trübung des Mediums durch die Zellen
beobachtet werden kann, ist aber ebenfalls nach einem Tag abgeschlossen . Das Ergebnis
der Immobilisierung ist in Abbildung 6.3 dargestellt . Der Gradient ist auf den Trägern, die
in Wirbelschicht inokuliert wurden, nicht mehr vorhanden, was wenig überrascht, da alle
Variationen der Zelldichte auf den einzelnen Trägern durch die optimale Vermischung in
der Wirbelschicht ausgeglichen werden .
Das Ergebnis des gleichen Versuchsansatzes, nur hier für die Kokultivierung hämatopoe-

tischer Zellen, zeigt Abbildung 6.4 auf der nächsten Seite . Die stromalen Zellen wurden vor
dem Versuch wie beschrieben innerhalb von einem Tag in einer Wirbelschicht gradienten-
frei immobilisiert . Als hämatopoetische Zellen wurde für diesen Versuch die Modell-Zelllinie

KG-1 verwendet . Diese zeigt ein äquivalentes Immobilisierungsverhalten, wie die primären

CD34+-Zellen (siehe Abschnitt 8.1 .1.2 auf Seite 113) . Die Gradientenbildung beim Inoku-

lieren im Festbett ist nur als schwache Tendenz zu erkennen . Ein ähnlich starker Effekt,

wie bei den stromalen Zellen allein, konnte aber ohnehin nicht erwartet werden . Analog

zur Kultivierung primärer Zellen wurde in den Inokula ein Verhältnis von stromalen zu

hämatopoetischen Zellen von 10:1 gewählt . Dadurch wirkt sich ein eventueller Gradient der

hämatopoetischen Zellen in der Gesamtzellzahl nur gering aus . Zudem sind die normalen

Schwankungen in den Messwerten für die stromalen Zellen in der gleichen Größenordnung,

weshalb es nicht möglich ist, den Anteil der stromalen Zellen einfach herauszurechnen .
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Abbildung 6.4 : Gradientenbildung hämatopoetischer Zellen bei unterschiedlichen Inokulums-
Methoden im Festbett (Erläuterung siehe Text)

Daher kann der Gradient nicht mit der gleichen Deutlichkeit gezeigt werden.
Es zeigte sich aber insbesondere, dass das Inokulieren der hämatopoetischen Zellen in der

Wirbelschicht, genau wie das der stromalen Zellen, keinerlei Nachteile mit sich bringt . Es
ist daher empfehlenswert, um jegliche potentielle Gradientenbildung auszuschließen, sowohl
die stromalen als auch die hämatopoetischen Zellen in einer Wirbelschicht zu inokulieren .
Nach einer jeweils eintägigen Immobilisierungszeit können die Zellen dann im homogenen
Festbett weiterkultiviert werden .

Bei dem Miniatur-Schlaufenreaktor wurden die zwei wesentlichen Vorgänge untersucht, die
sich durch die Variation der Rührerdrehzahl verändern sollten, der Sauerstoffeintrag und
das Mischzeitverhalten . Ziel der Untersuchungen ist es, eine möglichst optimale Rührer-
drehzahl zu ermitteln .

Der Sauerstoffeintrag in das Medium wurde in Abhängigkeit der Rührerdrehzahl bestimmt .
Um den Einfluss der in der Vertiefung platzierten Einbauten zu bestimmen, wurde ohne
Einbauten, mit dem leeren Einsatz und mit dem Träger gefüllten Einsatz gemessen . Um
die geometrischen und damit auch strömungstechnischen Verhältnisse einer Schüttung mit
bewachsenen Trägern besser zu simulieren, wurden als Träger keine porösen Mikroträ-
ger, sondern solide Glaskugeln der gleichen Größenfraktion verwendet . Die ermittelten
kl a-Werte zeigt Abbildung 6 .5 auf der nächsten Seite . Deutlich ist zu erkennen, dass der
Sauerstoffeintrag im Rahmen der Messgenauigkeit sowohl von der Art des Einsatzes als
auch von der Rührergeschwindigkeit und damit vom Leistungseintrag unabhängig ist .
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Abbildung 6 .5 : Die kl a-Werte im Miniatur-Schlaufenreaktor bei verschiedenen Rührerdrehzahlen
sowie mit und ohne Einsätzen und 'Lägern

Dieses Ergebnis erscheint im hohen Maße ungewöhnlich . Der mittlere kl a-Wert beträgt
etwa 151/h, die mittlere OTR bei einer Begasung mit Luft etwa 120mgo2/L h. Die Höhe
der Sauerstofitransferrate kann in dem vorliegenden Fall, wie aus der Gleichung (2.14)
auf Seite 30 erkennbar ist, nur vom Stoffübergangskoeffizienten beeinflusst werden . Die
anderen Größen sind weder von der Rührergeschwindigkeit, noch vom Edelstahl-Einsatz
oder den Trägern abhängig . Für den Einfluss der Rührerdrehzahl n in Rührkesseln wer-
den in der Literatur verschiedene Angaben gemacht . Ausgehend von der Proportionalität
OTR N kl ti ni liegt der Wert für den Exponenten i je nach Untersuchung zwischen 0,7
und 1,5 [102] . Bei den vorliegenden Messungen wurde, vernachlässigt man die statischen
Messungen, die Drehzahl um einen Faktor 5 variiert . Die OTR sollte demnach mindestens
um einen Faktor 3 variieren .

Eine Begründung für diese Diskrepanz von Theorie und Messung kann nicht gegeben
werden . Es bieten sich aber drei Überlegungen als mögliche Erklärungen an. Die erste er-
gibt sich aus der Betrachtung der Größenverhältnisse des untersuchten Systems . Basis der
theoretischen Beschreibung ist die Filmtheorie . Nach dieser wird der Stoffübergangswider-
stand durch eine Grenzschicht an der Oberfläche der Flüssigkeit erzeugt . Die idealisierte

Vorstellung der Theorie besagt, dass in der Grenzschicht reine Diffusion herrscht, und kein

chemischer Sauerstoffverbrauch stattfindet . Direkt nach der Grenzschicht beginnt der Be-

reich der vollständigen l onvektiven Vermischung. Hier findet auch der Sauerstoffverbrauch
statt .
Es ist einzusehen, dass diese theoretische Vorstellung des Stofftransportes nicht in be-

liebig kleinen Maßstäben und bei beliebig kleinen Stoffströmen gelten kann . Wird das

Gesamtvolumen im System im Verhältnis zum Volumen der Grenzschicht zu klein, ist die

idealisierte Vorstellung einer rein diffusiven Grenzschicht ohne Sauerstoffverbrauch nicht

mehr haltbar . Man befände sich dann vielmehr im reaktionsbeschleunigten Bereich . Im

Extremfall eines Verhältnisses von eins bestünde das gesamte System nur noch aus Grenz-

schicht, so dass keinerlei Sauerstoffverbrauch stattfinden dürfte . Dies ist offensichtlich nicht
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richtig . Ab welchem Maßstab, beziehungsweise Verhältnis von Gesamt- zu Grenzschicht-

volumen die klassische Vorstellung ihre Gültigkeit verliert, ist nicht bekannt .

Die zweite mögliche Erklärung ist die, dass nicht die Größe der Grenzschicht, sondern die

zu geringe Größe des Sauerstoffeintrages die theoretische Vorstellung ungültig werden lässt .

Die idealisierte Vorstellung, dass in der Grenzschicht überhaupt kein Verbrauch stattfindet,

entspricht mit Sicherheit nicht der Realität . Vielmehr ist der Verbrauch üblicherweise so

gering, dass er vernachlässigt werden kann . Bei einem sehr geringen Stoffeintrag kann sich

dies ändern und der bisher vernachlässigbare Verbrauch in der Grenzschicht bekommt

Relevanz . In diesem Fall läge man erneut in dem beschleunigten Bereich .
In beiden Fällen wäre also der eingetragene Sauerstoff vollständig verbraucht, bevor er

die Grenzschicht ganz durchlaufen hat . Damit wäre der gemessene Sauerstoffeintrag unab-
hängig von der Grenzschichtdicke und stattdessen nur noch von der Geschwindigkeit der
chemischen Reaktion abhängig . Die Hattazahl, das Verhältnis der Reaktions- zur Stoff
transportgeschwindigkeit, wäre dann größer als 0,3 [149] . Dies würde prinzipiell gut den
sehr hohen Sauerstoffeintrag und die Unabhängigkeit desselben von der Rührergeschwin-
digkeit erklären .
Die dritte mögliche Erklärung ist, dass keine Diskrepanz von Theorie und Messung exis-

tiert . Praktisch alle theoretischen Betrachtungen des Sauerstoffeintrags in Rührkesseln ge-
hen von turbulenten Strömungsverhältnissen aus. Im Miniatur-Schlaufenreaktor liegt die
maximale Rührer-Reynoldszahl bei Re = 807, also deutlich im laminaren Bereich . Ob die
bisher gefundenen Zusammenhänge, wie beispielsweise die oben genannte Proportionalität
kt - n2 , in diesen Bereichen Gültigkeit besitzen, ist sehr fraglich .
Welche der Erklärungen zutrifft, bleibt offen . Beim Miniatur-Schlaufenreaktor ist aber

die genauere mechanistische Aufklärung der Stofftransportvorgänge im Sulfit-System in
jedem Fall wünschenswert . Nur so kann der Versuchsablauf eventuell sinnvoll korrigiert
und der Sauerstoffeintrag sicher charakterisiert werden .

Die praktische Anwendung des Systems zeigte aber, dass diese Untersuchungen und me-
chanistischen Erklärungen nicht zwingend für den Betrieb des Systems notwendig sind.
Wegen der äquivalenten Ergebnisse der Kultivierungen mit dem kontrollierten Festbett-
reaktor kann eine Limitierung durch die Sauerstoffversorgung ausgeschlossen werden . Die
Betriebsweise während der Kultivierung, und das heißt speziell die erforderliche Rührer-
drehzahl, wird durch das Mischzeitverhalten, das im folgenden Abschnitt behandelt wird,
und nicht durch den Sauerstoffeintrag bestimmt.

6.1 .2.2 Mischzeitverhalten

Durch die Zugabe von Phenolrot konnte qualitativ nachgewiesen werden, dass sich in dem
Reaktor eine schlaufenförmige Strömung ausbildet . Die sich dadurch ergebende Durchströ-
mung des Festbetts und die Durchmischung des Mediums sind eine wichtige Charakteristik,
die quantifiziert werden konnte .
Dazu wurde die Mischzeit nach der neu entwickelten Methode, die in Abschnitt 3.7.1 auf

Seite 48 beschrieben ist, bestimmt . Wie im Falle des Sauerstoffeintrags waren auch hier
die Rührerdrehzahl und die Art des Einsatzes die variierten Größen . Allerdings entfallen
bei der Mischzeitbestimmung die Messungen ohne Rühren, da die Vermischung dann ein
reiner Diffusionsprozess ist . Die Messung der Mischzeit beschäftigt sich jedoch mit der
konvektiven Durchmischung, also einem physikalisch andersartigen Problem .
Mit der Videobildanalyse wird der Farbumschlag in einer Vertiefung durch die Verände-

rung des Grünwertes analysiert . Die ermittelte Verlaufskurve wird so normiert, dass sie von
einem Startwert null bis zu einem stationären Endwert eins verläuft . So kann die Kurve
als Verlauf des Mischungsgrades M interpretiert und mit Gleichung (2.3) auf Seite 26 eine
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Abbildung 6.6 : Beispielhafte Messkurve und Anpassung der Durchmischung des Miniatur-
Schlaufenrealctors

Anpassung vorgenommen werden . Abbildung 6.6 zeigt beispielhaft eine solche Anpassung .
Als Maß für die Durchmischung dient die Mischzeit bis zum Erreichen eines Homoge-
nisierungsgrades von S = 0,01 . Dieser Wert lässt sich wesentlich zuverlässiger über die
angepasste Gleichung des Mischungsgrades ermitteln, da die Schwankungen der Messwerte
in der Größenordnung des Homogenisierungsgrades liegen und somit das direkte Ablesen
von den Messwertkurven sehr fehlerbehaftet ist .

In Abbildung 6.7 auf der nächsten Seite ist das Ergebnis der Untersuchungen als Misch-
zeit-Kennzahl in Abhängigkeit von der Rührer-Reynoldszahl aufgetragen . Deutlich ist der
lineare Zusammenhang zu erkennen, sowohl für den Betrieb mit und ohne Einsatz als auch
den mit Einsatz und Trägern . Letzteres entspricht dem Aufbau bei einer Kultivierung mit
Zellen . Der Messwert bei der niedrigsten Reynoldszahl in dieser Konfiguration (Re,. = 135 ;
n 00,01 = 1012) fügt sich als einziger nicht in die linearen Verläufe ein . Nach dem linearen
Verlauf wäre hier ein Wert von knapp neun Minuten (536 s) zu erwarten, tatsächlich liegt
die Mischzeit bei weniger als sieben Minuten (404s) .

Die Erklärung für dieses Verhalten liegt bei der nicht idealen Durchströmung des Fest-
bettes . Hier bildet sich keine einheitliche Durchströmung aus, sondern es sind deutliche
Totzonen zu erkennen . Dadurch ist das effektiv durchmischte Volumen stark verkleinert,

wodurch die Mischzeit sich zwangsläufig verringert .
Eine Kultivierung mit solchen Totzonen ist im hohen Maße suboptimal, da die Diffusions-

wege für die Nährstoffe und den Sauerstoff zu lang werden, um Limitierungen ausschließen

zu können (vergleiche Abschnitt 5.1 .2 auf Seite 76) . Ein Ziel ist aber auch eine möglichst

schonende Vermischung, um wider Erwarten doch in Suspension befindliche Zellen nicht

zu schädigen . Aufgrund dieser Überlegungen lässt sich eine optimale Rührer-Reynoldszahl

identifizieren . Dies ist die Zahl, bei der eine vollständige Durchströmung der Trägerschüt-

tung bei möglichst niedriger Rührerdrehzahl vorliegt . Aus Abbildung 6.7 auf der nächsten

Seite ergibt sich so eine Reynoldszahl von 404, was einer Rührerdrehzahl von 450 U/min

entspricht . In der praktischen Anwendung, also bei den Kultivierungen, wurde folgerich-
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Abbildung 6.7 : Mischzeit-Kennzahl als Funktion der Rührer-Reynoldszahl für verschiedene Kon-
figurationen des Miniatur-Schlaufenreaktors

tig diese Drehzahl verwendet. Zu keinem Zeitpunkt konnten Hinweise auf Stofftransport-
Limitierungen oder Schädigungen durch die Scherkräfte des Rührers beobachtet werden .
Damit lässt sich zusätzlich auch eine Limitierung durch den Sauerstoffeintrag ausschließen,
der oben nicht ausreichend charakterisiert werden konnte .

Bei den Suspensionssystemen wurden nur mit dem Suspensionsreaktor spezielle verfahrens-
technische Untersuchungen durchgeführt . Beim miniaturisierten Spinner galt es dagegen,
speziell eine Optimierung der Rührerdrehzahl durchzuführen . Dies erfolgte aber während
der Kultivierungen und wird in Abschnitt 7.2 auf Seite 107 dargestellt .

Wie schon beim Festbettreaktor sind auch beim Suspensionsreaktor der Sauerstoffeintrag
und das Verweilzeitverhalten die wesentlichen verfahrenstechnischen Charakteristika. Eine
Schädigung der Zellen durch den Rührer konnte bei der praktischen Anwendung zu keiner
Zeit und bei keiner Drehzahl beobachtet werden, weshalb diese Möglichkeit auch nicht
weiter untersucht werden soll . Das Abtrennverhalten der Zellrückhaltung wird, da es direkt
mit Zellen geschah, in Abschnitt 7.1 auf Seite 101 besprochen .

Das Vorgehen bei der Sauerstoffeintragsmessung im Suspensionsreaktor ist bereits in Ab-
schnitt 3 .7.3 auf Seite 51 beschrieben worden . Die bei den Untersuchungen variierten Para-
meter waren der Füllstand und die Rührerdrehzahl . Während der Füllstand sowohl den ki-
als auch den a-Wert beeinflusst, wird durch die Rührerdrehzahl nur der kl-Wert verändert .
Es kommt bei keiner Drehzahl zu einer sichtbaren Trombenbildung an der Oberfläche des
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Abbildung 6.8 : ki a-Wert als Funktion der Rührer-Reynoldszahl für verschiedene Füllstände im
Suspensionsreaktor

Reaktors, was ebenfalls für alle anderen in dieser Arbeit entwickelten Systeme gilt . Ohne
einen Trombus bleibt der a-Wert konstant .
Abbildung 6.8 zeigt das Ergebnis in der Form des kl a-Werts als Funktion der Rührer-

Reynoldszahl . Über die Drehzahl steigt der kl a-Wert exponentiell an und erreicht ein Ma-
ximum von 5,41/h . Die Steigungen der Ausgleichsgeraden in der halblogarithmischen Auf-
tragung sind uneinheitlich . Es gelingt daher nicht, den Sauerstoffeintrag mit einer einheitli-
chen Korrelation zu beschreiben . Der Grund dieser Variationen ist die sehr ungleichmäßige
Geometrie des Reaktors . Bei minimalem Füllstand blockiert die Zellrückhaltevorrichtung
fast ein Drittel der Oberfläche für den Stoffübergang . Bei höheren Füllständen entfällt

dieses Problem, ab 250 mL nimmt dann die Oberfläche aufgrund der konischen Form des

oberen Reaktorteils kontinuierlich zu . Diese Geometrie ist nicht in einer übersichtlichen

mathematischen Form zu beschreiben, weshalb der Stoffübergang, der wesentlich von der

verfügbaren Oberfläche abhängt, ebenfalls nicht mit einer praktikablen Gleichung erfassbar

ist . In der Praxis ist die Verwendung der Abbildung 6 .8 empfehlenswert . Zwischenwerte

können linear interpoliert werden .
Eine maximal erreichbare Zellzahl kann aber abgeschätzt werden. Für tierische Zellen

liegt die Sauerstoffverbrauchsrate bei 5-150 - 10-1° mg/ch [85] . Daraus ergibt sich eine maxi-

male Gesamtzellzahl zwischen 6,5 und 197 - 108 Zellen und damit eine erreichbare Zelldichte

von 1,18 - 106-3,6 . 107 c/mL

Das Verweilzeitverhalten des Suspensionsreaktors entspricht in allen praktisch denkbaren

Betriebspunkten dem eines idealen Rührkessels . Abbildung 6.9 auf der nächsten Seite zeigt

die Antwort auf eine Stufenfunktion bei den ungünstigsten Betriebsbedingungen, die für

die Kultivierung relevant sind (150 U/min, 550 mL Füllvolumen, T = 34,6 h) . Damit kann

man bei Prozess-Bilanzierungen von einer idealen Durchmischung im Reaktor ausgehen .
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Abbildung 6 .9 : Verweilzeitsummenfunktion eines idealen Rührkessels und die im Suspensionsre-
aktor gemessene Funktion

Die bei der Probenahme gemessenen Konzentrationen können also auch für den ganzen
Reaktor und besonders den Ablauf angenommen werden .

Weiterhin ist mit diesem Ergebnis sichergestellt, dass im Reaktor keine Totzonen exis-
tieren . Besonders der Probenahmestutzen erscheint bezüglich der Durchmischung kritisch .
Die Gefahr ist, dass Zellen hier wie in einem Sedimenter auf den Boden absinken . Eine
solche Ansammlung von Zellen ist unerwünscht, da diese Zellen zum einen dadurch in
Limitierungen geraten können, sie sich zum anderen der Analytik entziehen und so die Bi-
lanzierungen verfälschen . Neben den Ergebnissen der Verweilzeit-Messungen zeigen auch
die Strömungsverhältnisse, die mithilfe von Farbstoffen optisch beobachtet werden können,
eine gute Durchmischung des Probenahmestutzens . Abbildung 6.10 auf der nächsten Seite
zeigt qualitativ die Form der sich ausbildenden Strömung . Zwar ist über die ganze Länge
des Stutzens ein Absinken der Zellen zu erkennen, es bildet sich aber eine ausreichend
starke Rückströmung aus, die eine Ansammlung der Zellen auf dem Boden verhindert .

6 .3

	

Ein verfahrenstechnischer Vergleich verschiedener Kultursysteme
Die neu entwickelten Kultursysteme sind zuallererst spezielle Lösungen für das sehr be-
grenzte Problem der ex vivo Kultivierung primärer hämatopoetischer Zellen . Ein Ver-
gleich mit anderen Systemen ist deshalb nur in einem eingeschränkten Maß sinnvoll . Die
immobilisierten Systeme sind nur mit anderen Systemen vergleichbar, die eine ähnliche
Konzeption aufweisen . Das wären beispielsweise das AastromReplicell-System (vergleiche
Abschnitt 2.5.2 auf Seite 18) oder der mikroträgergestützte Ansatz von WANG und WU
[287, 286, 285] . Von diesen Systemen sind aber keine verfahrenstechnischen Daten veröf-
fentlicht, so dass auch keine Gegenüberstellung von Kenndaten möglich ist .

Anders ist die Situation beim Suspensionsreaktor . Bei Suspensionskulturen gibt es für
hämatopoetische Zellen keine spezialisierten Lösungen . Es werden grundsätzlich Standard-
systeme verwendet . Diese sind im Allgemeinen gut charakterisiert .
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Abbildung 6.10: Schematische Darstellung der Strömung im Probenahmestutzen des Suspensions-
reaktors
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Abbildung 6.11 : Vergleich der ki a-Werte von Kultursystemen verschiedener Volumina (�P. . ." steht

für Gewebekulturplatten mit der entsprechenden Anzahl an Vertiefungen, �T. . ." für Gewebekul-

turflaschen mit der entsprechenden Oberfläche in cm2 )
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Der scherarme Sauerstoffeintrag, wie er in der Zellkultur allgemein gefordert ist, ist einer

der wesentlichsten Parameter für die suspendierte Kultur . Die meisten statischen Systeme

sind hier limitiert . Die Abbildung 6.11 auf der vorherigen Seite zeigt die kl a-Werte von

verschiedenen Kultursystemen, unterschieden nach dem Kulturvolumen . Deutlich sind zwei

Gruppen zu erkennen . Die statischen Systeme der Gewebekulturplatten und -flaschen sowie
des Wannenstapels haben wegen ihrer rein diffusiven Sauerstoffversorgung deutlich gerin-

gere kl a-Werte als die gerührten Reaktoren . Die Werte für die statischen Systeme lassen
sich dabei aus der Diffusion über die Füllhöhe des jeweiligen Kultursystems berechnen .
Der Suspensionsreaktor aus dieser Arbeit ist bezüglich seiner Stofftransporteigenschaften
im oberen Bereich der bisherigen Reaktoren einzuordnen . Dies gilt sowohl im Vergleich
zu Spinnern [250], Reaktorsystemen im Labormaßstab von 0,5-10 Liter [57, 99, 310] als
auch für rein oberflächenbegaste Reaktoren im industriellen Maßstab von 1 m3 [85] . Hier
zeigt sich das Ergebnis des Versuchs, bei der Entwicklung des neuen Suspensionsreaktors
die Technik der größeren Reaktoren durch ein Scale-down einfließen zu lassen . Auf diese
Weise gelang es, ein sehr kleines Volumen bei gleicher relativer Sauerstoffversorgung zur
Verfügung zu stellen .
Der Wannenstapel ist ein Beispiel für das Ergebnis eines entgegengesetzten Vorgehens .

Dieses System ist ein Scale-up der Gewebekulturflaschen und besteht aus bis zu 40 Ebenen,
die wie bei den Gewebekulturflaschen als Kulturfläche dienen und sehr dicht übereinander
in ein einzelnes System integriert sind . Das System stellt wesentlich mehr Fläche in einer
kompakten Bauweise zur Verfügung, allerdings ohne die Kulturbedingungen gegenüber den
Gewebekulturflaschen zu ändern . Die logische Folge ist in Abbildung 6.11 auf der vorherigen
Seite deutlich zu erkennen. Zwar erreicht man mit diesem System Kulturvolumina bis zu
acht Litern, jedoch wird das Problem der Sauerstofflimiterung nicht gelöst .

In der Abbildung kann man eine weitere Problematik erkennen . Bei den sehr kleinen
Systemen, speziell bei den Gewebekulturplatten, ist eine Tendenz erkennbar, dass bei klei-
nerem Systemvolumen auch der kl a-Wert geringer ist . Dies ist die Folge eines bezüglich des
Stofftransportes mangelhaften Scale-downs . Die Verkleinerung der Systeme erfolgt prak-
tisch nur durch eine Verringerung des Durchmessers einer Vertiefung. Gleichzeitig wird das
Arbeitsvolumen aber nicht ausreichend verringert . Dies führt zu einem höheren Füllstand
in der Vertiefung und dementsprechend zu einem längeren Diffusionsweg und einer schlech-
teren Sauerstoffversorgung . Das Verhältnis der Flussigkeitshöhe zum Durchmesser beträgt
bei einer Gewebekulturplatte mit 6 Vertiefungen 0,09, bei einer Gewebekulturplatte mit
96 Vertiefungen 0,93. Der Grund für diese Praxis ist nicht ersichtlich, jedoch ist dies heute
der Standard bei der Kultivierung hämatopoetischer Zellen im kleinsten Maßstab.



Nachdem in Abschnitt 4.4 auf Seite 65 die Eignung der Zelllinie KG-1 als Modell für pri-
märe hämatopoetische Zellen gezeigt wurde, soll in diesem Kapitel die Etablierung der
Suspensionssysteme mithilfe der KG-1 vorgestellt werden . Dadurch sollten zum einen die
Betriebsparameter optimiert und zum anderen die Leistungsgrenzen der Systeme festge-
stellt werden .

7.1

	

Der kontrollierte Suspensionsreaktor

7 .1 .1

	

Die Zellrückhaltung

Eine genaue Charakterisierung der Zellrückhaltung ist unter Kulturbedingungen nicht
durchführbar . Die Konstruktion des Reaktorablaufes lässt keine Probenahme direkt hinter
dem Filter zu . Das in der Ablaufflasche gesammelte Medium ist die einzige Möglichkeit
einer Analyse der Zellzahl im Filtrat . Diese unterliegt aber zwei Fehlern, deren Größe
nicht angegeben werden kann . Zum einen kann es zum Wachstum von Zellen hinter dem
Filter, zum anderen zu Sedimentationen in dem Ablaufkonus oder dem Ablaufschlauch
kommen . Sedimentierte Zellen werden bei der Messung in der Ablaufflasche zunächst nicht
mit erfasst, können entgegengesetzt durch weiteres Wachstum die Zellkonzentration jedoch
theoretisch wieder erhöhen.

Die Abbildung 7.1 zeigt den Mittelwert der Zellrückhalterate aus acht Messwerten wäh-

rend der Kultivierung der Zelllinie KG-1 bei Durchflussraten zwischen 25,2 und 33,2 L/m2 n .

Eine messbare Veränderung der Rückhalterate bei steigendem Volumenstrom aus dem Re-

aktor konnte nicht gefunden werden . Zusätzlich ist die Rückhalterate bei maximalem Vo-

lumenstrom dargestellt (n-3) . Dieser beträgt 6367 L/m2 h, ist also so groß, dass man sowohl

das Wachstum als auch die Sedimentation der Zellen in einer relevanten Größenordnung

ausschließen kann . Die Sedimentationsgeschwindigkeit von Zellen wird mit 2-10 cm/h ange-

geben [268] .
Die mittlere Zellrückhalterate liegt in beiden Fällen bei etwa 90 %, ohne sich signifikant

voneinander zu unterscheiden . Man kann daher in der praktischen Anwendung relevante

Unterschiede sowohl durch verschiedene Durchflussraten als auch durch längeren Betrieb

KAPITEL 7

Etablierung der Kultursysteme

bei maximalem Volumenstrom

Abbildung 7.1 : Die Zellrückhalterate der Zelllinie KG-1 bei der Kultivierung und bei maximalem

Volumenstrom
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Tabelle 7.1 : Die Parameter der Kultivierung der Zelllinie KG-1 im Suspensionsreaktor

Zellen:
Medium:
Kultursystem :
Kulturdauer:
Inokulumsdichte:

E
C
O

fQ
i

NNC
Y
N

1E+08

1E+07

1E+06

1E+05

Zelllinie KG-1
IMDM + 10 % FCS
perfundierter Suspensionsreaktor
824h
2,5 - 105 C/mL in 40 mL

0 100 200 300 400 500 600
Zeit [h]
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Abbildung 7 .2 : Der Verlauf der Zellkonzentration bei der Kultivierung der Zelllinie KG-1

ausschließen . Die Höhe der Rückhalterate ist dabei gut vergleichbar mit den kommerziel-
len, in Abschnitt 5.2.1 auf Seite 80 genannten Rückhaltesystemen, die auch üblicherweise
Rückhalteraten um 90 % aufweisen. Eine Ausnahme bildet hier der Spinfilter, der gewöhn-
lich mit einer großen Maschenweite von 75,um verwendet wird, da es andernfalls schnell zu
Verblockungen durch Bewuchs des Filters kommt . Große Poren führen aber auch zu einer
geringeren Zellrückhalterate . EISENKRÄTZER berichtet über Werte von nur 30-50 % [57] .

7.1 .2

	

Perfundierte Kultivierung

Die Leistungsfähigkeit des neuen kontrollierten Suspensionsreaktors wird mit der Modell-
Zelllinie KG-1 demonstriert . Ziel ist es, eine maximale Gesamtzellzahl zu erreichen. Durch
die kontinuierliche Zufütterung frischen Mediums im perfundierten Prozess sollen mögli-
che Substrat-Limitierungen oder Inhibierungen durch Stoffwechselprodukte ausgeschlossen
werden.

Die Kultur, die in Tabelle 7.1 zusammengefasst ist, wurde mit dem kleinsten möglichen
Arbeitsvolumen von 40 mL und 1 . 107 Zellen in IMDM + 10 % FCS gestartet . Die Abbil-
dung 7.2 zeigt den Verlauf der Zellkonzentration, die Abbildung 7.3 auf der nächsten Seiteden der Gesamtzellzahl während der mehr als einmonatigen Kultivierung. An den Punkten,
an denen die Auftragung der Zellkonzentration eine Lücke aufweist, wurde das Reaktor-
volumen erhöht, wodurch folgerichtig die Zellkonzentration gesenkt wurde. Der Füllstand
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Abbildung 7.3 : Der Verlauf der Gesamtzellzahl bei der Kultivierung der Zelllinie KG-1
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des Reaktors, der in Abbildung 7.4 auf der vorherigen Seite dargestellt ist, wurde diskonti-
nuierlich erhöht . Die Zugabe des zusätzlichen Mediums geschah langsam jeweils über einen
Zeitraum von 24 Stunden (eine Ausnahme sind die letzten beiden Volumenerhöhungen,
die in 6 bzw . 2,5 Stunden durchgeführt wurden) . Eine plötzliche Volumenverdoppelung
mit dem Frischmedium, das im gekühlten Zustand in der Vorlageflasche aufbewahrt wird,
kann zu einem Temperatur-Schock bei den Zellen führen . Neben der hier gewählten diskon-
tinuierlichen Volumenerhöhung ist prinzipiell auch eine kontinuierliche Erhöhung denkbar .
Diese könnte durch einen dauerhaft größeren Zulaufvolumenstrom im Gegensatz zum Ab-
laufvolumenstrom realisiert werden . Bei einer solchen Betriebsweise des Reaktors sollte
die Wachstumsrate der Zellen jedoch bekannt sein. Andernfalls besteht die Gefahr, dass
schlecht proliferierende Zellen durch die zusätzliche Verdünnung durch Frischmedium in
zu geringen Zelldichten vorliegen, was wichtige Zell-Zell-Interaktionen unterbinden und
das Wachstum weiter einschränken kann . Bei primären Zellen ist eine solche kontinuierli-
che Volumenvergrößerung wegen der natürlichen Schwankung in der Proliferationsfähigkeit
aufgrund der Spendervariabilität nicht zu empfehlen. Vielmehr sollte analog zu der hier
beschriebenen Kultivierung der KG-1 das Füllvolumen nach der Analyse der Zelldichte
individuell an den vorliegenden Zustand der Kultur angepasst werden .

Ebenfalls in Abbildung 7.4 auf der vorherigen Seite ist die Durchflussrate gezeigt, die als
Ablaufvolumenstrom pro Reaktorvolumen berechnet wurde . Die theoretische Durchflussra-
te, bei der ein Gleichgewicht zwischen dem Zellwachstum und der aus dem Reaktor ge-
spülten Zellzahl besteht, ergibt ausgehend von der mittleren Wachstumsrate der KG-1 von
0,01421/h und einer durchschnittlichen Zellrückhaltung von 90 % einen Wert von 3,411/d .
Während der Kultivierung war zu jedem Zeitpunkt eine Durchflussrate unter 1,51/d ausrei-
chend, um eine Limitierung zu vermeiden . Der Grad der Zellrückhaltung ist also in jedem
Fall ausreichend, um hämatopoetische Zellen zu kultivieren .
Nach 812 Stunden wurde eine Gesamtzellzahl von 5,8 . 109 Zellen erreicht, was gleich-

bedeutend mit einer Zellkonzentration von 1,1 . 107 '-/mL ist . Zu diesem Zeitpunkt war die
Kultur sauerstofflimitiert . In Abbildung 7.5 auf der nächsten Seite ist die Zusammenset-
zung der Gasphase des Reaktors dargestellt . Der Verlauf des Sauerstoffpartialdrucks kann
nicht dargestellt werden, da die Daten von dem Messdatenerfassungsprogramm (MEDUSA,
Institut für Biotechnolgie 2, Forschungszentrum Jülich GmbH) aus ungeklärten Gründen
nicht gespeichert wurden . In den ersten 427 Stunden konnte die Sauerstoffversorgung mit
normaler Luft sichergestellt werden . Danach war der p02-Wert auf unter 15% gesunken .
Durch die sukzessive Steigerung des Sauerstoffanteils durch die Beimengung von reinem
Sauerstoff zu der Begasung wurde der Sauerstoffpartialdruck auf einem Wert von 25 ± 10 %
gehalten . Ab der 604 . Stunde bestand die Gasphase aus reinem Sauerstoff. Um den weiter
steigenden Sauerstoffbedarf zu decken, wurde ab diesem Zeitpunkt die Rührerdrehzahl und
dadurch mit dem auf diese Weise steigenden kc a-Wert der OTR erhöht .
Der Gasphase wurden variierende Mengen Kohlendioxid beigemischt . Mit der manuellen

Einstellung des CO2 konnte der pH-Wert auf dem Sollwert von 7,3 gehalten werden . Erst
nachdem kein CO2 mehr zudosiert wurde, konnte der pH-Wert nicht mehr kontrolliert
werden . Er sank daraufhin bis auf einen Wert von 7,0 . Von einer Gegentitrierung mit
Lauge wurde abgesehen, da die Abweichung gering war und es sich nicht um primäre
Zellen, sondern um eine Zelllinie handelte, die nicht der Gefahr einer Ausdifferenzierung
durch den pH-Wert unterliegt .
Bei Erreichen der maximalen Zellzahl war die Kultur sauerstofflimitiert . Der Sauer-

stoffpartialdruck lag zu diesem Zeitpunkt bei 0 % und es gelang nicht mehr, die OTR zu
steigern . Die erreichte Rührerdrehzahl von 800 U/min stellt das Maximum dar. Bei höhe-
ren Drehzahlen wird die Rotation des Magnetrührstabs instabil, und der Magnetrührstab
springt aus der Rührachse .
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Abbildung 7.5 : Die Zusammensetzung der Gasphase und die Rührerdrehzahl bei der Kultivierung
der Zelllinie KG-1

Die Konzentrationen an Nährstoffen und eventuell inhibierenden Stoffwechselprodukten
waren in jedem Fall unkritisch (zum Beispiel Glutamin > 0,5 mmod/L, Laktat < 20 mmol/L),

womit eine mit dem Sauerstoffmangel gleichzeitige Limitierung oder Inhibierung durch
das Medium ausgeschlossen werden kann . Damit ist die Leistungsfähigkeit des Reaktors
durch den rein physikalischen Vorgang des Sauerstoffeintrags begrenzt . Das heißt aber
auch, dass die Zellrückhaltung in diesem Reaktor eine ausreichende Leistungsfähigkeit hat,
insbesondere da die höchste verwendete Durchflussrate, wie oben bereits erwähnt, weniger
als 50 % der maximalen betrug.

Eine weitere Steigerung des Sauerstoffeintrages ist theoretisch erreichbar . Möglich wäre
die Vergrößerung der Oberfläche, also geometrische Veränderungen am System, die Er-
höhung des Leistungseintrages des Rührers, was ebenfalls eine Umkonstruktion erfordern
würde, oder eine zusätzliche Integration einer Membranbegasung, was das verfügbare Ge-
samtvolumen stark eingrenzen würde . Angesichts der erreichbaren Gesamtzellzahl, die für
klinische Anwendungen für Transplantationen nach einer Hochdosis-Chemotherapie bei
weitem ausreicht (vergleiche Abschnitt 2.5.4 auf Seite 23), erscheint eine solche Weiterent-
wicklung des Suspensionsreaktors derzeit aber nicht notwendig.

Die erreichte Zelldichte lässt sich mit den Zelldichten von tierischen Zelllinien in gewöhn-
lichen Suspensions-Rührkesselreaktoren vergleichen . In Abbildung 7.6 auf der nächsten Sei-

te werden die maximal erreichten Zelldichten aus dem Bereich der tierischen Suspensions-

Zelllinien dem Ergebnis dieser Arbeit gegenüber gestellt . Dabei sind die Betriebsweisen oh-

ne Fütterung (Batch), ohne Perfusion (Fed-Batch) beziehungsweise ohne Zellrückhaltung

(Cheinostat) dem perfundierten Betrieb mit Zellrückhaltung deutlich unterlegen. Nur mit

einer Zellrückhaltung sind überhaupt Zelldichten von über 1 . 107 C/mL erreichbar . Die Leis-

tung des neuen Suspensionsreaktors ist dabei im Vergleich zu den kommerziellen Systemen

des Spinfilters und der kontinuierlichen Zentrifugation nur wenig geringer .

Die Vergleichsdaten sind selbstverständlich nur Richtwerte, da sie von unterschiedlichen

Zelllinien stammen und damit nur von einem ähnlichen, nicht demselben biologischen Sys-
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Abbildung 7.6 : Ein Vergleich der maximal erreichbaren Zelldichten mit verschiedenen kontrollier-
ten Kultursystemen

tem stammen. Die Daten sind alle am Institut für Biotechnologie 2 der Forschungszentrum
Jülich GmbH, also in demselben Labor, erzielt worden, wodurch relevante Unterschiede
durch die oft sensible Handhabung und Analytik der Prozesse ausgeschlossen werden kön-
nen .

Als Fazit dieses Vergleichs lässt sich feststellen, dass sich die Systeme mit Zellrückhaltung
als deutlich überlegen erweisen und dass das neue Filtrations-Rückhaltesystem prinzipiell
als gleichwertig mit den herkömmlichen Systemen angesehen werden kann.
Den wesentlichen Vorteil des neuen Suspensionsreaktors erkennt man, wenn man die

mögliche Expansion von Zellen in einem einzelnen System betrachtet. Für die medizinische
Anwendung ist es dringend geboten, die Expansion der Zellen nach Möglichkeit in einem
einzelnen geschlossenen System durchzuführen, so dass keine Kontaminationsgefahr durch
ein Öffnen des Systems und Überführen der Zellen entsteht . Ein leistungsfähiges System
zeichnet sich daher nicht ausschließlich durch eine hohe Zelldichte, sondern vielmehr durch
den erreichbaren Expansionsfaktor aus. In Abbildung 7.7 auf der nächsten Seite werden
die möglichen Expansionsraten für die verschiedenen Betriebsweisen und Reaktorkonzepte
der tierischen Zellkultur mit dem neuen Suspensionsreaktor verglichen . Die Werte beru-
hen auf der Annahme eines Inokulums von 1 - 105 C/mL in dem kleinsten Füllvolumen und
einer Kultivierung bis zu den oben angegebenen maximalen Zelldichten bei dem höchsten
Füllvolumen . Es zeigt sich, dass der neue Suspensionsreaktor hier ein um 72 % höheres
Expansionspotenzial aufweist als ein handelsüblicher Reaktor mit kontinuierlicher Zentri-
fugation als bestes herkömmliches System . Diese Überlegenheit rührt besonders von der
Möglichkeit her, das Reaktionsvolumen in einem großen Bereich variieren zu können . Diese
Freiheit bieten herkömmliche Rührkessel nicht . Möchte man eine kontrollierte Kultivierungsicherstellen, kann man dort das Volumen maximal um den Falttor 3 variieren . In dem neu-
en Suspensionssystem dagegen lässt sich das Volumen bei kontrollierter Kultivierung umeinen Falttor 13,75 verändern .
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7.2. Der miniaturisierte Spinner

c0
c
COQ.x

N
N

EX
LOE

Zellen :

	

Zelllinie KG-1
Medium:

	

IMDM + 10% FCS
Kultursystem:

	

miniaturisierter Spinner
Kulturdauer :

	

347h
Inokulumsdichte:

	

3,35- 105 C/inL in 10 mL
Fütterung :

	

Tag6 und Tag 10

7.2

	

Der miniaturisierte Spinner

Tabelle 7.2 : Die Parameter der Kultivierung der Zelllinie KG-1 im Spinner
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Abbildung 7.7 : Ein Vergleich der maximal erreichbaren realen Zellexpansion in verschiedenen Kul-
tursystemen

Die Etablierung des miniaturisierten Spinners verfolgte das Ziel, die optimale Rührer-

geschwindigkeit für die Kultivierung hämatopoetischer Zellen zu finden . Darüber hinaus

bietet sich an dieser Stelle eine Möglichkeit, die in Abschnitt 4.4 auf Seite 65 gezeigte

Modell-Eigenschaft der Zelllinie KG-1 in der praktischen Anwendung zu überprüfen . Der

Spinner ist durch seine Auslegung als System für vergleichende Untersuchungen und dem

damit einhergehenden kleinen Kulturvolumen prädestiniert für einen solchen Vergleich.

Es soll zunächst die optimale Rührerdrehzahl mithilfe der KG-1 ermittelt werden . Spä-

ter in Abschnitt 8.1.2 .2 auf Seite 120 wird dann versucht, diese Ergebnisse mit primären

CD34+-Zellen zu reproduzieren .
In einem ersten Ansatz wurden KG-1-Zellen gemäß Tabelle 7.2 bei drei verschiedenen

Rührerdrehzahlen kultiviert . Neben 60 und 30 U/min wurde ein Ansatz ungerührt durchge-

führt. Am sechsten und zehnten Tag erfolgte eine Zufütterung von 10 mL Frischmedium .

Dabei muss aber der Volumenverlust durch die Probenahme berücksichtigt werden. Von

den ursprünglichen 10 mL waren am Tag 6 noch 8,5 verblieben . Die Fütterung an Tag 10

führte zu einem Endvolumen von 26,5 ml.
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Abbildung 7.8 : Zellexpansion bei der Kultivierung der Zelllinie KG-1 bei verschiedenen Rührer-
drehzahlen

Die Zellexpansion ist in Abbildung 7.8 dargestellt . Auffallend ist der deutliche Einbruch
der Zellzahl zu Beginn der Kultivierung . Besonders stark ist dies bei der Rührerdrehzahl
von 60 U/min zu bemerken . Es ist sehr wahrscheinlich, dass dieses Verhalten die Folge eines
fehlerhaften Inokulierens und nicht eines schlechten Anwachsens der Zellen ist . Eine so
deutliche lag-Phase widerspräche allen Erfahrungen, sowohl mit den Zellen als auch mit
dem Kultursystem . Das problemfreie weitere Wachstum lässt deshalb eine wesentlich ge-
ringere Inokulumszellzahl vermuten als angenommen . Weiterhin wurde das Inokulum in
diesem Fall einzeln in die jeweiligen Spinner gegeben, so dass Unterschiede bei den An-
sätzen in der Startzellzahl möglich waren . Bei allen späteren Versuchen wurden die Zellen
in einem Volumen vereint inokuliert und die Zellsuspension dann auf die verschiedenen
Systeme aufgeteilt . Ein solches Vorgehen stellt sicher, dass die Startzelldichte in allen Sy-
stemen gleich ist .

'Kotz dieses anfänglichen Problems zeigt sich ein eindeutiges Bild für die Kultivierung
bei den verschiedenen Drehzahlen . Der Ansatz mit 60 U/min wächst die gesamte Kulturzeit
exponentiell, in den beiden anderen Ansätzen ist ab dem siebten Tag das Wachstum deut-
lich eingeschränkt . Die Gründe sind unterschiedlich . Während der ungerührte Ansatz mit
großer Wahrscheinlichkeit ab der Zufütterung an Tag 6 durch den schlechten Stofftrans-
port sauerstofflimitiert ist, ist dies bei dem Ansatz mit 30 U/min nicht anzunehmen. Bei
dieser Drehzahl liegen offensichtlich sehr ungünstige Strömungsverhältnisse vor, so dass
sich die Zellen in der Mitte unter der Rührerachse sammeln und ein Zellaggregat bilden .
Nach einer Woche ist dieses Aggregat auch mit bloßem Auge gut erkennbar . Man kann
vermuten, dass es in dieser Zellansammlung zu Diffusionslimitierungen kommt, entweder
bezüglich der Sauerstoff- oder der Nährstoffversorgung . Da sich das Aggregat gut resuspen-
dieren ließ, kann eine nicht repräsentative Probenahme ausgeschlossen werden. Bei 60 U/min
entstand kein Zellaggregat, und der Stoffübergang an der Oberfläche war gegenüber der un-
gerührten Kultur wesentlich verbessert . Dadurch wuchsen die Zellen bis auf eine Zelldichte
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Abbildung 7 .9 : Wachstumsrate bei der Kultivierung der Zelllinie KG-1 bei verschiedenen Rührer-
drehzahlen

von 2,5 - 106 C/mL .

Die frühe Limitierung bei der ungerührten Kultur und der niedrigen Drehzahl wird noch
deutlicher, wenn man die Wachstumsraten betrachtet (Abbildung 7.9) . Nach der anfängli-
chen Verringerung der Zellzahl liegt bei 60 U/min eine stabile Wachstumsrate von 0,0151/h
vor, die dem normalen Wert für die KG-1 entspricht . Die Wachstumsraten der beiden
anderen Ansätze erreichen diesen Wert zwar zunächst auch, sinken dann aber deutlich ab .
Der Folgeversuch verglich die Rührerdrehzahl von 60 U/min mit der maximal möglichen

Drehzahl von 77 U/min, die sich aus der Leistungsgrenze des Rührantriebes ergibt, und
einer statischen Kultur in einer Gewebekulturflasche. Der Vergleich mit einer statischen
Kultur in einem dafür vorgesehenen System, wie der Gewebekulturflasche, ist in jedem

Fall sinnvoll, da der Spinner für eine statische Kultivierung, wie sie im vorangegangenen

Versuch durchgeführt wurde, durch das schlechte Verhältnis von Oberfläche zu Volumen

konzeptionell ungeeignet ist.
Der Versuch wurde prinzipiell analog zum vorangegangenen durchgeführt (Tabelle 7.2

auf Seite 107) . Das Inokulum, bei dem nach der oben beschriebenen Methode sichergestellt

wurde, dass es für alle Systeme gleich war, betrug in diesem Fall 2,7 - 10 ,5 C/mL in 15 mL.

Die Mengen zugefütterten Frischmediums betrugen am fünften Tag 7rnL, in ein Gesamt-

volumen von 20 mL resultierend und am zehnten Tag 10 mL, mit einem Endvolumen von

28 mL.
In Abbildung 7.10 auf der nächsten Seite ist die Zellexpansion dieses Experiments dar-

gestellt . Wieder fällt das konstante exponentielle Wachstum des Ansatzes mit 60 U/min auf,

bei dem in diesem Fall die maximale Zelldichte bei 4,75 -106 c/mL lag. Nach dem Erreichen

dieser sehr hohen Dichte fällt diese auch relativ schnell wieder ab . Da die Mediendaten

keinen Hinweis auf eine entsprechende Limitierung oder Inhibierung gaben, kann man an

diesem Punkt, trotz des Rührens, von einer Sauerstofflimitierung ausgehen . Dasselbe gilt

für die Kultivierung in der Gewebekulturflasche, wo die Zellen nach acht Tagen schlechter

proliferierten . Die erreichte Zelldichte liegt hier nur bei 2,89 - 106 C/mL, was für Gewebekul-
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Abbildung 7 .10 : Zellexpansion bei der Kultivierung der Zelllinie KG-1 in statischer und gerührter
Kultur

turflaschen erfahrungsgemäß das Maximum bei der Kultivierung der KG-1 darstellt .
Der mit 77 U/min gerührte Spinner zeigt von Beginn an ein konstant exponentielles Wachs-

tum, das deutlich geringer ist als das der beiden anderen Ansätze . Die maximal erreichte
Zelldichte lag bei 2,17 - 106 c/mL . Dieser Verlauf deutet auf eine Schädigung durch Scher-
kräfte hin, da auch schon bei den sehr geringen Zelldichten am Anfang der Kultur ein
niedrigeres Wachstum zu beobachten ist . Eine Limitierung durch das Medium oder den
Sauerstoff' kann zu diesem Zeitpunkt sicher ausgeschlossen werden .

Insgesamt haben die Untersuchungen eine eindeutig zu bevorzugende Rührerdrehzahl
von 60 U/min ergeben . Eine niedrigere Drehzahl führt zu Durchmischungsproblemen und
zur Aggregatbildung der Zellen . Eine höhere Drehzahl schädigt die Zellen durch die hohe
mechanische Belastung. Dies ist bei 60 U/min offensichtlich noch nicht der Fall, die maxi-
male Wachstumsrate entspricht der einer üblichen statischen Kultur, wo keine Scherkräfte
wirken . Deutlich zeigt sich der Vorteil der gerührten Spinnerkultur bei höheren Zelldichten .
Durch die Agitation des Mediums wird der Sauerstoffeintrag in das System deutlich ver-
bessert . An dem Punkt, an dem eine statische Kultur durch eine Sauerstofflimitierung ihre
maximale Zelldichte erreicht, ermöglicht der Spinner noch eine deutliche Steigerung der-
selben . Dieses Ergebnis wird in Abschnitt 8.1 .2.2 auf Seite 120 für primäre CD34+-Zellen
noch einmal überprüft .
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Kultivierung hämatopoetischer Vorläuferzellen

8.1 .1

	

Immobilisierte Kulturen

Die Optimierung der immobilisierten und stromahaltigen Kultur hämatopoetischer Zellen
ist Inhalt und Aufgabe der Dissertation von NANNI JELINEK, die parallel zu der vorliegen-
den Arbeit entstand [97] . Daher sollen hier keine vertiefenden Details dargestellt, sondern
nur kurze Beispiele der Anwendung beider Kultursysteme vorgestellt werden . Sämtliche
Daten dieses Abschnitts wurden freundlicherweise von NANNI JELINEK zur Verfügung ge-
stellt .

8 .1 .1 .1

	

Der Festbettreaktor

KAPITEL 8

Kultivierung primärer Zellen

Eine Kultivierung im Festbettreaktor ist durch die Kokultivierung der stromalen mit den
hämatopoetischen Zellen besonders komplex und unterscheidet sich dadurch konzeptionell
wesentlich von den bisher betrachteten Suspensionskulturen. Folgerichtig differieren auch
die Grundparameter der Kultur, die in Tabelle 8.1 aufgelistet sind .
Die Analytik der immobilisierten Zellen ist durch die notwendige Zellablösung erschwert .

Bei der hier vorgestellten Kultivierung kamen poröse Kollagenträger zum Einsatz. Die Ab-
lösung der Zellen erfolgte durch das Auflösen der Trägermatrix mithilfe von Kollagenase.
Um in der Lage zu sein, alle Assays anlegen zu können, ist ein Probenvolumen von et-
wa 4mL Trägerschüttung notwendig. Daher ist die Zahl der Probenahmen während einer
Kultivierung sehr begrenzt.

In Abbildung 8.1 auf der nächsten Seite ist die Expansion der verschiedenen auf den
Trägern immobilisierten Subpopulationen für eine beispielhafte Kultivierung gezeigt. Bei
dieser Auftragung ist die Zeitachse so gelegt, dass der Nullpunkt im Moment des Inokulums
der hämatopoetischen Zellen liegt. Dies bedeutet einen Tag nach dem Inokulieren der
stromalen Zellen und einen Tag vor der ersten Probenahme . Erst bei der ersten Probenahme
kann der Anteil der auf den Trägern tatsächlich immobilisierten Zellen bestimmt werden,

Tabelle 8.1 : Die wichtigsten Parameter der Kultivierung im Festbettreaktor

stromale Zellen :
hämatopoetische Zellen :
Medium:

Kultursystem:
Mikroträger:
Kulturdauer :
Inokulum, stromale Zellen :
Inokulum, hämatopoetische Zellen :
Fütterung :

Zelllinie Sl/Sl (bestrahlt mit 80 Gy)
CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
IMDM + 12,5 % HS + 12,5 % FCS + 1 % Penicil-
lin/Streptomycin + 100 ng/mL anti-TGF-,Q + 10 ng/mL IL-3
+ 50 ng/mL SCF + 50 ng/mLFL + 20 ng/mLTPO
Festbettreaktor (Gesamtvolumen: 28 mL)
14,4 mL poröse Kollagenträger
14 Tage
6,95 - 105 C/MLTrögerschüttung
5,5 .104 c/mLTrögerscliüttung

lcontinuierlich ab Tag 2, Durchflussrate : 0,69 1/4
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Abbildung 8 .1 : Die Expansion der auf Kollagenträgern immobilisierten hämatopoetischen Zellen
im Festbettreaktor

weshalb an diesem Punkt der Ausgang der in der Abbildung gezeigten Expansionswerte
ist .
Man erkennt, dass nicht nur die MNZ, sondern auch alle frühen Vorläuferzellen, das heißt

sowohl die CFC als auch die CAFC vermehrt werden. Alle Subpopulationen zeigen gegen
Ende der Kultivierung die Tendenz einer stabilen Zellzahl, das heißt eines Steady-states . Es
kann daher vermutet werden, dass sich ein insgesamt stabiles System ausbildet . Unterstützt
wird diese These durch weitergehende Überlegungen : Der Reaktor ist perfundiert, und die
Zellrückhaltung erfolgt nur über die Immobilisierung der Zellen auf den Mikroträgern . Reife
Blutzellen sind wenig adhärent, lösen sich von den Trägern und gelangen deshalb mit dem
Medium aus dem Reaktor . Die Zahl der Zellen im Medium blieb während der Kultivierung
konstant. Dies bedeutet, dass sich kontinuierlich eine gleichbleibende Menge Zellen von den
Trägern ablöste . Bleibt unter dieser Voraussetzung die Zellzahl der Subpopulationen auf
dem Träger konstant, so muss wie in vivo eine Quelle der Zellproduktion vorhanden sein .
Die Stabilität des Systems lässt vermuten, dass Stammzellen erhalten wurden .

Diese Ergebnisse stellen einen wesentlichen Fortschritt gegenüber dem alten Festbett-
reaktor dar, der Ausgangspunkt der hier vorgestellten Entwicklung war . In dem alten,aus der Wirbelschicht-Technik stammenden Festbettreaktor konnte zwar auch die Zellzahl
insgesamt vergrößert werden, dies gelang jedoch nicht auf den Trägern immobilisiert . Ab-
bildung 8.2 auf der nächsten Seite vergleicht den Verlauf der immobilisierten Zellzahl aufden Mikroträgern im neuen und alten Festbettreaktor. Eine Zellexpansion konnte in demalten Reaktor nur durch die Addition der immobilisierten Zellzahl mit der akkumuliertenZahl der durch die Perfusion ausgetragen Zellen errechnet werden . In der Praxis ist die
akkumulierte Zahl der ausgetragenen Zellen keine relevante Größe . Für den klinischen Ein-satz solcher Zellen wäre es erforderlich, sie bis zum Ende der Kultur zu konservieren . Diesist nicht mit einem vertretbaren Aufwand durchführbar .
Das prinzipielle Konzept des Mimikrierens der in vivo Bedingungen bei der Kultivie-rung im Festbettreaktor erscheint vielversprechend . Zunächst gelingt es, die Zellen auf den
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Abbildung 8 .2 : Ein Vergleich der Expansion der immobilisierten MNZ im alten und neuen Fest-
bettreaktor

Trägern zu immobilisieren . Abbildung 8.3 auf der nächsten Seite zeigt elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen eines leeren und eines vollständig bewachsenen Trägers . Auf den Trägern
befindet sich ein stabiles Netzwerk aus stromalen und hämatopoetischen Zellen, die unter
dem Elektronenmikroskop dem Aufbau des Knochenmarks gleicht, wie in Abbildung 8.4
auf Seite 115 erkennbar ist . Auf der linken Seite ist die ex vivo Kultur dargestellt . Man
sieht deutlich die einzelnen, langgezogenen stromalen Zellen in der von ihnen gebildeten
extrazellulären Matrix . Darauf liegen die runden hämatopoetischen Zellen . In der in vivo
Situation erkennt man den gleichen Aufbau . Neben der glatten Schicht aus Endothelzellen
in der Bildmitte (Markierung �BC"), die einen Schnitt durch eine Blutkapillare darstellt,
liegen hämatopoetische Zellen (Markierung �hle") direkt auf dem Stroma .

8.1 .1 .2

	

Beispielhafte Anwendungen des Miniatur-Schlaufenreaktors

Die Einsatzmöglichkeiten des Miniatur-Schlaufenreaktors sind vielfältig . Es können fast al-

le Kultivierungsparameter variiert und damit deren Einfluss in parallelen Kulturen unter-

sucht werden . Dies können zum Beispiel unterschiedliche Mikroträger, stromale Zelllinien

oder Medienzusammensetzungen sein . Bis auf wenige physikalische Parameter, wie dem

Sauerstoffpartialdruck und der Perfusion des Mediums, können alle Einflussfaktoren auf

die Kultivierung im klinischen Maßstab im Miniatur-Schlaufenreaktor optimiert werden .

Die Übertragbarkeit der Ergebnisse auf den Festbettreaktor konnte gezeigt werden [97] .

Aus der großen Zahl an Untersuchungen wird eine exemplarisch dargestellt . Hier wird

das Immobilisierungs-Verhalten der Zelllinie KG-1 mit dem von primären CD34+-Zellen

verglichen . Das Vorgehen entspricht prinzipiell dem in Abschnitt 6.1.1.3 auf Seite 90 für

die Gradientenbildung in Kokultur . Die Rahmendaten zeigt Tabelle 8.2 auf der nächsten

Seite . Für die Untersuchung wurden verschiedene Verhältnisse von stromalen zu hämato-

poetischen Zellen eingesetzt . Die Dichte der stromalen Zellen blieb konstant . Das Ergebnis

zeigt Abbildung 8.5 auf Seite 116 . Die Immobilisierungsrate lag in allen Ansätzen über
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"0 "alter Festbettreaktor
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B. Kultivierung primärer Zellen

1/2

	

1/5

	

1/10
Verhältnis hämatopoetische Zellen / stromalen Zellen

Abbildung 8.5 : Die Immobilisierungsrate der Zelllinie KG-1 relativ zu primären Zellen bei ver-
schiedenen Verhältnissen von stromalen zu hämatopoetischen Zellen

halten ist verändert . Es ist keine Schädigung der Zellen durch das Rühren zu erkennen .
Es gibt keinen messbaren Zellverlust durch die Zellrückhaltung . Die Kultivierung im neu-
en Suspensionsreaktor ist den statischen Standardkulturen in den biologischen Aspekten
gleichwertig . Sie bietet darüber hinaus aber die ausreichenden Möglichkeiten für klinisch
relevante Kulturvolumina .

Die unterschiedliche Expansion der verschiedenen Subpopulationen entspricht dem ty-
pischen Verhalten in Suspensionskultur . Die Gesamtzellzahl kann über den gesamten Zeit-
raum gesteigert werden . Der Anteil der koloniebildenden Zellen nimmt zunächst zu, sinkt
aber nach einer Woche wieder ab, so dass in Verbindung mit der Gesamtzellexpansion erst
am Tag 10 ein Maximum an koloniebildenden Zellen zu beobachten ist . Die Entwicklung
der CD34+-Zellen verläuft ähnlich . Da das Inokulum mit einer Reinheit von 99 % aus-
schließlich aus CD34+-Zellen besteht, sinkt der prozentuale Anteil dieser Subpopulation
kontinuierlich ab . Wegen der allgemeinen Zellexpansion entsteht trotzdem ein Maximum
der CD34+-Zellzahl . Dieses ist deutlich niedriger als bei den koloniebildenden Zellen und
liegt bereits am Tag 4 vor . Anhand dieser Daten wird die Wichtigkeit der Zielsetzung einer
Kultivierung deutlich, durch die erst die optimale Kulturdauer festlegt werden kann . Die
maximale CD34+-Zellexpansion erfordert ein Abernten der Kultur an Tag 4, die maximale
Expansion koloniebildender Zellen am Tag 10 . Möchte man nur MNZ vermehren, ist nach
20 Tagen die größte Zellzahl erreicht .

Der wesentliche Einflussfaktor bei der Suspensionskultur ist die Kombination der Zy-
tokine . Deshalb wurde in einer weiteren Kultivierung mit dem Suspensionsreaktor diese
variiert . Die Kulturbedingungen, dargestellt in Tabelle 8.4 auf Seite 118, unterschieden sich
von der oben beschriebenen Kultur in der Zytokinkombination und der Inokulumsdichte .
Wegen einer größeren Menge an Zellen in der verwendeten Spende konnten zu Beginn der
Kultur entsprechend mehr Zellen eingesetzt werden . Statt des Zytokin-Standards 2 wurde
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Abbildung 8 .6 : Die Expansion der MNZ bei der Kultivierung von CD34+-Zellen in perfundierter

und statischer Kultur
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Abbildung 8.7 : Die Expansion der CD34+-Zellen bei der Kultivierung von CD34+-Zellen in per-

fundierter und statischer Kultur
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CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
CellGro SCGM + Zytokin-Standard 3
perfundierter Suspensionsreaktor
552 h
5,7 . 104 C/mL in 40 mL
70 U/min

B. Kultivierung primärer Zellen
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Abbildung 8 .8 : Die Expansion der koloniebildenden Zellen bei der Kultivierung von CD34+-Zellen
in perfundierter und statischer Kultur

Tabelle 8.4 : Die Parameter der Kultivierung CD34+-Zellen im Suspensionsreaktor mit variiertem
Medium

der Zytokin-Standard 3 verwendet . Die Ergebnisse sind im Vergleich zu den oben bereits
vorgestellten Ergebnissen des Suspensionsreaktors mit Zytokin-Standard 2 gezeigt .
Abbildung 8.9 auf der nächsten Seite zeigt die Expansion der MNZ, Abbildung 8 .10

auf der nächsten Seite die der CD34+-Zellen und Abbildung 8 .11 auf Seite 120 die der
koloniebildenden Zellen . Auffallend ist, dass sich mit der veränderten Zytokinkombinationauch bei den MNZ ein Maximum ausbildet. Nach dem zehnten Tag sinkt die Gesamtzellzahl
deutlich ab . Es gibt ebenfalls fast keine Expansion der CD34+-Zellen, ihre Zahl bleibtfür sieben Tage nahezu konstant und fällt dann ab. Allein die koloniebildenden Zellenzeigen qualitativ einen äquivalenten Verlauf zu der Kultur mit dem Zytokin-Standard 2.Quantitativ ist die Expansion der CFC aber um einen Faktor 8,7 größer .Da bei der Entwicklung des Standards 3 die Zielgröße des verwendeten genetischen Algo-rithmus die Expansion der CD34+-Zellen pro eingesetzter Menge Zytokine war, erscheintdas Ergebnis zunächst verwirrend . Im Suspensionsreaktor zeigt der Standard 2 aber eine7,8fach bessere Expansion der CD34+-Zellen, wenngleich unter Verwendung der 2,6fachenZytokinmenge . Daraus folgt theoretisch ein dreifach höherer Wert der Zielfunktion des ge-netischen Algorithmus bei Verwendung des nicht optimierten Standards 2. Dieser zeigtesich aber bei der Durchführung des genetischen Algorithmus dem Standard 3 unterlegen .
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Abbildung 8.9 : Die Expansion der Gesamtzellzahl bei der Kultivierung von CD34+-Zellen in per-

fundierter Kultur mit unterschiedlichen Zytokinkombinationen
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Abbildung 8.10 : Die Expansion der CD34+-Zellen bei der Kultivierung von CD34+-Zellen in per-

fundierter Kultur mit unterschiedlichen Zytokinkombinationen
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Abbildung 8.11 : Die Expansion der koloniebildenden Zellen bei der Kultivierung von CD34+-Zellen
in perfundierter Kultur mit unterschiedlichen Zytokinkombinationen

Die Auflösung dieses scheinbaren Widerspruchs liegt in der betrachteten Kulturdauer .
Die Kultivierungen im Suspensionsreaktor zeigen deutlich, dass das Maximum der CD34+-
Expansion an Tag 4 liegt . Bei der Zytokin-Optimierung mit dem genetischen Algorithmus
wurde aber die Expansion nach sieben Tagen betrachtet . Für die CD34+-Zellen ist das ein
suboptimaler Zeitpunkt . Betrachtet man Tag 7 in Abbildung 8.10 auf der vorherigen Seite,
so zeigt sich, dass der optimierte Zytokin-Standard 3 zu diesem Zeitpunkt tatsächlich ein
deutlich besseres Ergebnis liefert, da die Expansion der CD34+-Zellen doppelt so hoch ist .
Die Zielfunktion des Algorithmus liegt damit beim Standard 3 um das 5,2fache über dem
Standard 2, womit die Optimierung doch bestätigt ist .
Im Reaktor konnte gezeigt werden, dass die optimierte Zytokinkombination keine verbes-

serte absolute Expansion, sondern nur einen längeren Erhalt der CD34+-Zellen ermöglicht .
Tatsächlich erhöht ist dagegen die Zahl der koloniebildenden Zellen . Dies bestätigt, dass
andere frühe Subpopulationen, obwohl sie nicht als Zielgröße des genetischen Algorithmus
verwendet wurden, bei der Optimierung der CD34+-Zellen ebenfalls positiv beeinflusst
werden . Dieses konnte bereits während der Optimierung mit dem genetischen Algorithmus
beobachtet werden [262] .
Das Fazit des Vergleichs der Zytokinkombinationen ist erneut die Bedeutung der Defini-tion der Zielgröße der Kultur. Die betrachtete Subpopulation und die Kulturdauer verän-

dern die optimalen Bedingungen . Deutlich konnte zudem der starke Einfluss der gewählten
Zytokine auf den Kulturverlauf gezeigt werden .

8.1.2 .2 Spinnerkulturen

B. Kultivierung primärer Zellen
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Die Kultivierungen von CD34+-Zellen im miniaturisierten Spinner sollten die Ergebnisseaus Abschnitt 7.2 auf Seite 107 für die Zelllinie KG-1 auch für Primärmaterial bestätigen .Die Spinner wurden prinzipiell identisch zu den KG-1 Kulturen betrieben . Eine Ausnahmebildet hier die Inokulumsdichte, die aus Zellmangel wesentlich kleiner war, wodurch ein
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Medium :
Kultursystem :
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Tabelle 8.5 : Die Parameter der Kultivierung von CD34+-Zellen im Spinner

CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
X-Vivo 10 + Zytokin-Standard 2
miniaturisierter Spinner

1,53 . 104 C/mL in 10 mL
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Abbildung 8.12: MNZ-Expansion bei verschiedenen Rührerdrehzahlen im Spinner

350 400

Nachfüttern entfiel. Die wichtigsten Parameter zeigt Tabelle 8.5 .
Im ersten Versuch wurde die Drehzahl der Spinner variiert . Die eingestellten Drehzahlen

betrugen 30, 60 und 77 U/min. Die Expansion der MNZ ist in Abbildung 8.12 gezeigt,

Abbildung 8.13 auf der nächsten Seite zeigt den Verlauf der CFC-Expansion.

Auffällig ist das deutlich schwächere Wachstum der Zellen bei 77 u/min. Die Schädi-

gung der Zellen ist dabei von Beginn an zu beobachten und wirkt sich auf die CFC noch

deutlicher aus als auf die Gesamtzellzahl . Bei der Drehzahl von 30 u/min war erneut ein

Ansammeln der Zellen unter der Rührwelle zu beobachten . Ein so deutliches Absinken der

Wachstumsrate wie bei den KG-1 trat aber nicht auf. Dies ist erklärbar, betrachtet man

die erreichten Zellzahlen . Die maximale Zellzahl bei der Kultivierung der CD34+-Zellen

betrug 7,14 .105 Zellen . Bis zu dieser Gesamtzellzahl sind in den KG-1 Kulturen ebenfalls

keine Limitierungen zu beobachten gewesen. Die Gesamtzellzahl erreichte dort einen Wert

von 9,25 - 106 Zellen . Die Tatsache, dass eine Ansammlung von Zellen unter dem Rührer

beobachtet werden konnte, legt also die Vermutung nahe, dass auch bei primären Kulturen

Diffusionslimitierungen auftreten, wenn höhere Zellzahlen erreicht werden . Darüber hinaus

war das Kulturvolumen durch das Nachfüttern bei den KG-1 größer . Der damit verrin-

gerte Sauerstoffeintrag ließe die Limitierung bei einer Ansammlung der Zellen noch früher

auftreten, falls es sich um eine Sauerstofflimitierung handelt.

Kulturdauer: 384h bzw. 288 h
Inokulumsdichte: 7,61 .103 C/mL bzw.
Fütterung : keine

1000 7

-0"30 U/min

p°` 60 U/min

-0-77 U/min

100
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Abbildung 8.13 : CFC-Expansion bei verschiedenen Rührerdrehzahlen im Spinner

Die optimale Rührerdrehzahl ist also für primäre CD34+-Zellen, wie schon mit der Mo-
dellzelllinie ermittelt, 60 U/min. Das Expansionsverhalten der MNZ entspricht sehr genau
dem des Suspensionsreaktors, die CFC Expansion liegt dagegen deutlich unter den im
Reaktor erreichten Werten . Eine Schlussfolgerung aus dem direkten Vergleich dieser Er-
gebnisse ist aber wegen der unterschiedlichen Spender nicht möglich. Es wurde daher, wie
schon beim Suspensionsreaktor, eine parallele Kultivierung mit einer Gewebekulturflasche
als statisches Referenzsystem durchgeführt . Die Versuchsbedingungen sind mit denen des
vorangegangenen Experiments in Tabelle 8.5 auf der vorherigen Seite aufgelistet . Die Rüh-
rerdrehzahl betrug 60 U/min.

Die Verläufe der Expansion der MNZ und der CFC, beide sind in Abbildung 8 .14 auf
der nächsten Seite dargestellt, entsprechen gut den vorangegangenen Untersuchungen im
Suspensionsreaktor . Wesentlich ist aber, dass im Rahmen der Messgenauigkeit kein Unter-
schied zwischen dem miniaturisierten Spinner und der Gewebekulturflasche erkennbar ist .
Die in diesem Versuch leicht unterschiedliche Expansion der CFC ist durch andere Kulti-
vierungen nicht bestätigt worden (vergleiche Abschnitt 8 .1.2 .3 auf der nächsten Seite) . Es
handelt sich um eine statistische Schwankung.
Mit diesem Ergebnis sind zwei wesentliche Punkte gezeigt worden . Zum einen hat der

Spinner als System für vergleichende Untersuchungen in gerührter Suspensionskultur im
Vergleich zu den statischen Systemen keinen negativen Einfluss auf die Zellen . Gleichzeitig
ist damit nachgewiesen, dass die Ergebnisse der Spinner auch auf den Suspensionsreaktor
übertragen werden können, da dieser ebenfalls eine äquivalente Zellexpansion wie die sta-
tischen Systeme zeigt . Weiterhin sind die Aussagen über den miniaturisierten Spinner, die
mit der Zelllinie KG-1 gewonnen wurden, bestätigt worden . Es konnte sowohl die Äqui-
valenz zur statischen Kultur als auch die optimale Rührerdrehzahl von 60 U/min bestätigt
werden . Damit ist auch der Modellcharakter der KG-1 für primäre CD34+-Zellen endgültig
nachgewiesen .

Vor dem Hintergrund der Untersuchungen über den Einfluss verschiedener Werkstoffe
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Abbildung 8.14: Kultivierung von CD34+-Zellen in statischer und gerührter Kultur

in Abschnitt 4.1 .2.2 auf Seite 54 überrascht die Gleichheit der Kultivierung im statischen
System aus Polystyrol und dem gerührten Spinner aus Glas . Auf die Abwesenheit des
Werkstoffeffekts im technischen Kultursystem wurde in dem entsprechenden Abschnitt
bereits hingewiesen. Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass der Werkstoffeinfluss von
dem Verhältnis von Werkstoffoberfläche zu Kulturvolumen abhängt und dieses bei den hier
eingesetzten technischen Systemen so günstig ist, dass es zu keiner Schädigung kommt .
Ein zusätzlicher Nachweis, dass die Werkstoffschädigung vernachlässigt werden kann,

wurde mit einer weiteren Vergleichskultur im Spinner durchgeführt . Der schützende Effekt
von Serum bei Werkstoffeinflüssen war bereits nachgewiesen worden . Für die Überprüfung,
dass das Glas, aus dem die Spinner gefertigt sind, die Zellen nicht wesentlich schädigt,
wurde parallel zu der letzten Spinner- und Gewebekulturflaschen-Kultivierung ein weiterer
Spinner betrieben . Dieser wurde für zwei Tage mit serumhaltigem Medium (IMDM +
10 % FCS) inkubiert . Danach wurde das Medium entfernt und der Spinner exakt gleich
dem bereits beschriebenen betrieben . Die Expansionsfaktoren der MNZ und CFC sind in

Abbildung 8.15 auf der nächsten Seite dargestellt . Im Rahmen der Messgenauigkeit ist

kein Unterschied in der Zellexpansion zwischen der mit Serum vorbehandelten und der

unbehandelten Kultur zu erkennen . Das gilt auch für die biologische Aktivität, wodurch

endgültig die Abwesenheit von relevanten schädigenden Materialeinflüssen bestätigt ist .

8.1 .2.3 Ein Systemvergleich

In einem Parallelversuch wurden die potentiell in einem klinischen Protokoll verwendbaren

Kultursysteme für die Suspensionskultur verglichen . Der Versuch wurde in Zusammenar-

beit mit der MainGen Biotechnologie GmbH, Frankfurt/Main durchgeführt . Aus diesem

Grund kam eine besondere Zytokin-Kombination zum Einsatz, die mit den anderen Kul-

turparametern in Tabelle 8 .6 auf der nächsten Seite aufgelistet ist und im Folgenden als

Standard F bezeichnet wird.
Es wurden parallel ein Suspensionsreaktor (Kulturvolumen : 40 mL), ein miniaturisierter
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Abbildung 8.15: Kultivierung von CD34+-Zellen mit und ohne Vorbehandlung des Spinners mit
Serum

Tabelle 8.6 : Die Parameter der Kultivierung von CD34+-Zellen des parallelen Systemvergleichs

CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut
X-Vivo 10 + 1 % BSA + 2 mmo1/L Glutamin + 50 ng/mLSCF + 10 ng/mL IL-3
+ 20 ng/mLTPO + 50 ng/mLFL
7 Tage
5 .104 C/mL
keine

Spinner (12 mL), drei Kultur-Beutel (je 4mL) und eine Vertiefung einer Gewebekultur-
platte mit zwölf Vertiefungen (1 mL) inokuliert . Bis auf den Suspensionsreaktor wurden
alle Systeme im Brutschrank (37 °C, 5% C02) für sieben Tage inkubiert . Die Betriebswei-
se des Reaktors war identisch mit der in Abschnitt 8 .1 .2 .1 auf Seite 114 beschriebenen.
Um die notwendige Zellzahl für das Inokulum zur Verfügung zu haben und um die Spen-
dervariabilität zu mindern, wurde keine Einzelspende verwendet. Vielmehr bestanden die
inokulierten Zellen aus einer Mischung von sieben Einzelspenden.
Nach sieben TagenKultivierung wurden alle Systeme abgeerntet und mitjeweils 2mL der

Zellsuspension eine bestrahlte NODfSCID-Maus transplantiert . Für jedes Kultursystem
wurden fünf Mäuse verwendet, wobei bei den Kultur-Beuteln die Suspension aus den drei
Einzelbeuteln vorher vereint werden musste . Aus der Gewebekulturplatte, als klinisch nicht
relevantes System, wurden keine Zellen im Tierversuch verwendet . Von dem Inokulum
waren ebenfalls fünf Mäuse transplantiert worden. Mit den übrigen Zellen wurden die
restlichen Assays angelegt .
Abbildung 8.16 auf der nächsten Seite zeigt die Expansion der verschiedenen Zellsub-

populationen . Der Suspensionsreaktor zeigt hier deutlich schlechtere Werte als die übrigen
Systeme. Grund hierfür war eine Betriebsstörung nach vier Tagen Kultivierung, bei der
wegen einer defekten Pumpe über Nacht das Kulturmedium in die gekühlte Flasche der
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Abbildung 8.16 : Expansion verschiedener Zellsubpopulationen nach 7 Tagen Kultivierung in ver-
schiedenen Kultursystemen (1 . Experiment)

Medienvorlage zurücklief. Die Zellen konnten zwar wieder in den Reaktor zurückgeführt
werden, aber die Proliferation und besonders die biologische Aktivität der Zellen wurden
deutlich geschwächt .
Auch bei den anderen Systemen ist die allgemeine Expansion der MNZ niedrig, vergleicht

man sie beispielsweise mit den Kultivierungen im Suspensionsreaktor in Abschnitt 8.1.2 .1
auf Seite 114 . Da sich dieses Verhalten in allen Kultursystemen gleichermaßen zeigt, ist die
Ursache bei den Zellen zu suchen. Wahrscheinlich kam es zu Unverträglichkeiten zwischen
den Spenden, ein Problem, dass durch die Aufreinigung der Zellen auf die CD34+-Fraktion
verhindert werden soll, aber grundsätzlich nicht ausgeschlossen werden kann .

Die Expansion der frühen Zellpopulationen ist trotz allem gut . Speziell die Expansion der
LTC-IC ist im Vergleich zu Literaturwerten und zu stromahaltigen Kulturen hoch (verglei-
che Abschnitt 8 .1 .1 .1 auf Seite 111 und Abschnitt 8.1 .3 auf Seite 129) . Die verschiedenen
Kultursysteme zeigen dabei keinen wesentlichen Unterschied . Der mögliche Eindruck, dass
der Spinner die frühen Zellen aufgrund der leicht schwächeren Expansion der CFC und
LTC-IC schlechter unterstütze, wird klar von den Daten aus den Tierversuchen widerlegt .
Abbildung 8 .17 auf der nächsten Seite zeigt den Anteil der humanen CD45+-Zellen in

den Mäusen, sechs Wochen nach der Transplantation der Zellen . CD45 ist das allgemeine
Merkmal aller Leukozyten . Gemessen wurde sowohl der Anteil im Knochenmark als auch im

peripheren Blut . Da mit dem Inokulum und pro Kultursystem jeweils fünf Mäuse beimpft

wurden und keine der Mäuse in den folgenden sechs Wochen starb, ist jeder Datenpunkt
ein Mittelwert mit der Standardabweichung aus fünf Messungen . Das sehr schlechte Ab-

schneiden des Suspensionsreaktors ist hier erneut deutlich zu erkennen . Der Spinner zeigt

sich dagegen absolut gleichwertig mit dem Kultur-Beutel, wodurch die Vermutung, dass

der Spinner die Ausdifferenzierung verstärkt, nicht mehr haltbar ist . Allgemein kann man

ein wesentlich niedrigeres Niveau an humanen Zellen in den Mäusen feststellen, die mit

kultivierten Zellen transplantiert wurden, im Gegensatz zu denen, die die nicht kultivierte

Inol ulumsprobe erhielten . Die Verringerung der Zahl an Stammzellen durch die Kultivie-
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"CD45-positive-Zellen im Knochenmark

EI CD45-positive-Zellen im peripheren Blut

Inokulum Suspensionsreaktor Spinner Kultur-Beutel Kultur-Beutel
(Standard 3)

Abbildung 8.17 : Anteil der humanen hämatopoetischen CD45+-Zellen im Knochenmark und pe-
ripheren Blut von NOD/SCID-Mäusen, 6 Wochen nach Transplantation (1 . Experiment)

rung ist daher wahrscheinlich . Eine genaue Quantifizierung ist mit NOD/SCID-Mäusen
aber erst möglich, wenn man definierte Verdünnungsreihen transplantiert, ähnlich wie es
in CAFC- und LTC-IC-Assays durchgeführt wird (siehe Abschnitt 3.5.3 .3 auf Seite 44) .
Der Tierversuch hat aber eindeutig nachgewiesen, dass auch nach sieben Tagen Kulti-

vierung und unabhängig vom Kultursystem noch MRC in den Kulturen vorhanden sind .
Damit konnten die frühesten detektierbaren hämatopoetischen Zellen erfolgreich nachge-
wiesen werden . Es kommt zwar vermutlich zu einer leichten Ausdifferenzierung, das Po-
tenzial der Zellen reicht dennoch für eine Repopulierung der Mäuse aus .

Zusätzlich zu den beschriebenen Systemen wurden auch Systeme mit dem Zytokin-
Standard 3 betrieben . Die Kulturbedingungen waren bis auf die Zytokine identisch mit
den bereits beschriebenen und auch die Zellen entstammten derselben Mischung aus sie-
ben Spenden . Der Vergleich fand zwischen einer Gewebekulturflasche (Kulturvolumen :
5 mL), einem miniaturisierten Spinner (12mL), drei Kultur-Beuteln (je 4 mL) und einer
Vertiefung einer Gewebekulturplatte mit zwölf Vertiefungen (1 ML) statt . Ein zweiter Sus-
pensionsreaktor konnte nicht betrieben werden, da die Zellzahl nicht ausreichte .

Die Expansionen sind in Abbildung 8.18 auf der nächsten Seite gezeigt . Erneut sind
deutliche Schwankungen zwischen den einzelnen Systemen zu erkennen . Es lässt sich daraus
aber kein Trend ermitteln, denn die Proliferation und das Ausdifferenzierungsverhalten
waren in allen Systemen gleich .

Auffällig ist darüber hinaus die Tatsache, dass die Expansion der Zellpopulationen mit
zwei unterschiedlichen Zytokinkombinationen praktisch identisch ist . Die Mittelwerte der
einzelnen Subpopulationen sind in Abbildung 8 .19 auf der nächsten Seite dargestellt . Die
Mittelwerte des Standards F wurden dabei ohne die Ergebnisse des Suspensionsreaktorsgebildet . Allein bei den LTC-IC ist ein deutlicher Unterschied zu erkennen . Hier scheint
der Zytokin-Standard 3 die besseren Expansionen zu ermöglichen .
Von den mit dem Zytokin-Standard 3 expandierten Zellen wurden nur im Fall des Kultur-

Beutels NOD/SCID-Versuche durchgeführt . Auch die Werte für die MRC liegen demnach
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Abbildung 8.18: Expansion verschiedener Zellsubpopulationen nach 7 Tagen Kultivierung in ver-
schiedenen Kultursystemen mit dem Zytokin-Standard 3

Abbildung 8 .19: Expansion verschiedener Zellsubpopulationen nach 7 Tagen Kultivierung mit ver-

schiedenen Zytokinkombinationen
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Suspensionsreaktor Spinner Kultur-Beutel Gewebekulturplatte

Abbildung 8.20 : Expansion verschiedener Zellsubpopulationen nach 7 Tagen Kultivierung in ver-
schiedenen Kultursystemen (2 . Experiment)

auf einem identischen Niveau mit dem Standard F. Die Daten sind in Abbildung 8.17 auf
Seite 126 mit dargestellt .

Bei der Wiederholung des Versuches wurden keine Änderungen vorgenommen. Das In-
okulum bestand aus der Mischung von zehn Spenden . Trotzdem reichte die Gesamtzellzahl
nicht aus, um alle Systeme zu inokulieren . Es wurden daher nur die Systeme mit dem Stan-
dard F und die Kultur-Beutel mit dem Zytokin-Standard 3 wiederholt . Die Ergebnisse der
ex vivo-Assays zeigt Abbildung 8.20 und die der NOD/SCID-Versuche Abbildung 8 .21
auf der nächsten Seite, die wiederum die Mittelwerte und Standardabweichungen aus fünf
Tieren darstellen .

Die Expansionen der einzelnen Subpopulationen schwanken zwischen den Kultursyste-
men beim zweiten Versuch etwas stärker . Im Mittel liegen die Werte leicht höher als beim
ersten Versuch . Wesentlich besser war bei der Wiederholung aber der Suspensionsreaktor .
Die Vermehrung der MNZ, CFC und CD34+-Zellen war nur unwesentlich geringer als in
den anderen Kultursystemen. Es gelang allerdings nicht, die Zahl der LTC-IC zu vermeh-
ren, sie wurden über die Kulturzeit gerade erhalten . Eine Begründung für diesen Effekt
kann nicht angegeben werden .

Die Schlussfolgerung, dass im Suspensionsreaktor die sehr frühen Zellen nicht unter-
stützt werden, ist aber nicht haltbar . Dies widerlegen die NOD/SCID-Versuche . Hier sieht
man zunächst, dass die Repopulation der Mäuse allgemein wesentlich besser war, so dass im
Knochenmark der Mäuse sogar relevante Mengen humaner CD34+CD45+-Zellen detektiert
werden konnten . Zwischen den Kultursystemen sind erneut keine wesentlichen Unterschie-
de zu erkennen . Auch die Zellen aus dem Suspensionsreaktor enthielten eindeutig MRC,
weshalb die fehlende Expansion der LTC-IC nicht mit einer Ausdifferenzierung zu erklären
ist .

Der Kultur-Beutel, bei dem mit dem Zytokin-Standard 3 kultiviert wurde, zeigte erneut
die gleichen Werte wie die Zellen der Kulturen mit dem Standard F . Beispielhaft sind dazu
die NOD/SCID-Ergebnisse in Abbildung 8.21 auf der nächsten Seite gezeigt .
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Vergleich und Bewertung der Ergebnisse

®CD45-positive-Zellen im Knochenmark
[3CD45-positive-Zellen im peripheren Blut
EICD34 und CD45-positive-Zellen im Knochenmark

Inokulum Suspensionsreaktor Spinner Kultur-Beutel Kultur-Beutel
(Standard 3)
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Abbildung 8.21 : Anteil der humanen hämatopoetischen Zellen im Knochenmark und peripheren
Blut von NOD/SCID-Mäusen, 6 Wochen nach Transplantation (2 . Experiment)

Allgemein entspricht die Expansion der Zellen und ihrer Subpopulationen eher den in
den vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Resultaten . Dass es sich bei dem deut-
lichen quantitativen Unterschied zwischen den beiden identischen Experimenten um eine
Schwankung handelt, die durch die Zellen verursacht wurde, zeigt die Repopulation der

NOD/SCID-Mäuse durch die beiden Inokula. Bei einem völligen Ausgleich von Spenderva-
riabilitäten und ohne schädliche Zell-Zell-Interaktionen hätte der Anteil an humanen Zellen

in den Mäusen identisch sein müssen .
Zu keinem Zeitpunkt der Kultur trat in einem der Systeme eine Limitierung auf. Dies

entspricht den Beobachtungen in Abschnitt 4.3 auf Seite 60, wo auch bei höherer Inolcu-

lumsdichte erst eine Limitierung nach Tag 7 beobachtet werden konnte . Die kritischen Ami-

nosäuren Serin, Asparagin und Glutamin blieben bei dem vorliegenden Experiment immer

über mindestens 40 % ihres Ausgangswertes. Die zellspezifischen Verbrauchsraten entspra-

chen denen aus den Fütterungsversuchen, erneut waren Serin, Asparagin und Glutamin,

die am deutlichsten reduzierten Aminosäuren .

Die Ergebnisse aus dem vorangegangenen Abschnitt verdeutlichen, dass es nur sehr schwer

möglich ist, absolute quantitative Daten zu generieren . Die Spendervariabilität ist sehr

hoch, und das Mischen von mehreren Spendern kann zu negativen Wechselwirkungen füh-

ren . Reproduzierbare qualitative Aussagen sind dagegen gut möglich . Dies zeigten bereits

die Ergebnisse in Kapitel 4 auf Seite 53 und es wird in diesem Kapitel erneut bestätigt .

Es ist daher wichtig, bei jeder Kultivierung einen Standard zu integrieren . In dieser Arbeit

waren das die Gewebekulturflaschen. Erst so sind viele Einflussfaktoren in vergleichbarer

Form zu untersuchen . In der Literatur ist ein solcher Standard nicht verbreitet, was einen

Vergleich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen erschwert .
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8 .1 .3 .1

	

Die grundlegende Kultivierungsstrategie

B. Kultivierung primärer Zellen

Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchungen zur Fütterungsstrategie (Abschnitt 4 .3
auf Seite 60), die Kultivierungen im kontrollierten Suspensionsreaktor und die im miniatu-

risierten Spinner aus diesem Kapitel, so kann eine klare Schlussfolgerung gezogen werden .
Das Füttern der Kultur und damit auch die Perfusion ist zunächst nur dann sinnvoll, wenn
hohe Zelldichten von über 1 . 106 C/mL erreicht werden . Dabei ist es unerheblich, mit welcher
Zelldichte die Kultivierung gestartet wird .

Aufgrund des mangelhaften Wissens über die Zellen sind zum heutigen Zeitpunkt kei-
ne wesentlich größeren Expansionen früher hämatopoetischer Zellen möglich, als in dieser
Arbeit erreicht wurden (siehe dazu Abschnitt 8 .1.3 .2 auf der nächsten Seite) . Die Berich-
te über wesentlich höhere Expansionsraten [54, 80, 178, 212, 213, 214, 303] gehen von
Langzeitkultivierungen über einen Zeitraum von bis zu einem halben Jahr aus . Solche
Kultivierungen sind zwar biologisch interessant, für eine klinische Anwendung wegen ihrer
Dauer aber irrelevant .

Der kontrollierte Suspensionsreaktor wurde mit dem Ziel ausgelegt, ausgehend von einer
sehr kleinen Zahl an Zellen, Raum für eine möglichst hohe Expansion zu bieten . Hohe Ex-
pansionsraten erfordern eine Fütterung, weshalb der Reaktor die Möglichkeit zur Perfusion
bietet . Bei den geringen Expansionen, die bei den frühen hämatopoetschen Zellen heute
erreicht werden, ist noch immer eine reine Batch-Kultur möglich . Die Möglichkeiten des
Reaktors kommen also in dieser Anwendung noch nicht vollständig zum Tragen . Dabei
bleibt aber die Frage offen, ob sich bei längerer Kulturdauer eine frühe Perfusion positiv
auswirkt . Eine frühe Fütterung wurde in mehreren Untersuchungen als wichtiger Schritt
für den langfristigen Erhalt früher Zellen beschrieben [79, 246, 234] .
Neben der Expansion der Zellen ist eine zweite Möglichkeit, weshalb eine Perfusion

notwendig werden kann, der mögliche Zerfall der Wachstumsfaktoren . Es gibt deutliche
Hinweise, dass sich die einzelnen Zytokine in ihrer Stabilität stark voneinander unterschei-
den und zum Teil mit Halbwertzeiten von nur wenigen Tagen zerfallen . Die Stabilität von
Zytokinen unter Kulturbedingungen ist zwar als Problem bekannt [117], ist aber bisher
nicht untersucht worden . Nur in einer perfundierten Kultur können konstante Kulturbe-
dingungen gewährleistet werden, besonders da die physikalische Stabilität der Zytokine im
Gegensatz zum Verbrauch unabhängig von den Zellen und der Zelldichte ist . Anders als
die oben behandelte Fütterung von Nährstoffen ist das Problem des Zerfalls nicht durch
kleine Inokula lösbar oder sogar nur beeinflussbar .
Während die Perfusion erst bei gesteigertem Wissen über die Zellen gezielt genutzt

werden kann, können schon heute die Möglichkeiten der kontrollierten Kultur sinnvoll
eingesetzt werden . Es ist vielfach festgestellt worden, dass grundlegende Parameter, wie
der pH-Wert oder der Sauerstoffpartialdruck, einen großen Einfluss auf die Kultivierung
hämatopoetischer Zellen haben (vergleiche Abschnitt 2 .5.3 auf Seite 18) . Nur mit einer
entsprechenden Mess- und Regelungstechnik ist eine Kultivierung möglich, bei der die
physikalischen Parameter stabil in dem notwendigen engen Rahmen kontrolliert werden
können .

Allerdings sind die einfachen Standardtechniken der Zellkultur so ausgereift, dass die
wesentlichen Parameter, solange die Zelldichten nicht zu hoch werden, auch ohne Mess- und
Regeltechnik in Bereichen bleiben, die zwar das Ausdifferenzierungs-Muster beeinflussen,
aber keine letalen Schäden hervorrufen . Das erklärt das Ergebnis der bisher vorgestellten
Kultivierungsdaten, die auf eine Austauschbarkeit der Kultursysteme hinweisen .

Die vielen parallelen Kultivierungen zeigen deutlich, dass es zunächst keinen Unterschied
macht, welches System verwendet wird, solange es nicht zu erheblichen Schädigungen oder
Limitierungen der Zellen kommt. Eine Entscheidung über das zu verwendende System muss
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also anhand von anderen Randbedingungen getroffen werden . Die Vorteile der ungerührten
Systeme, wie Gewebekulturflaschen und Kultur-Beutel, sind die einfache Handhabung und
die Tatsache, dass es sich um Einwegartikel handelt . Nachteilig sind die schlechte Scale-
up-Fähigkeit und die schlechte Möglichkeit, die Kultur kontrolliert zu betreiben . Der in
dieser Arbeit entwickelte miniaturisierte Spinner bildet ein Bindeglied zwischen den unge-
rührten Systemen und dem kontrollierten Bioreaktor . Er hat prinzipiell die gleichen Vor-
und Nachteile der ungerührten Systeme, ist aber wieder verwendbar und ermöglicht eine
gerührte Kultur, mit der sich die Gefahr einer Sauerstofflimitierung verringert .
Der kontrollierte Suspensionsreaktor bietet ein großes und flexibles Kulturvolumen in

einem einzelnen, geschlossenen Gefäß und die Möglichkeit der vollständig kontrollierten
Kultivierung . Letzteres kann dann insofern auch nachteilig sein, da es naturgemäß das
System komplexer in der Handhabung macht und ein gewisses Maß an Wartung erfordert,
da es sich um kein Einwegprodukt handelt .

In diesem Rahmen muss für jede Anwendung genau abgewogen werden, welche Anforde-
rungen die Kultivierung stellt und welche besonders personellen Möglichkeiten bestehen .
Danach gilt es, ein passendes System zu wählen . Grundsätzlich scheint dabei in der klini-
schen Praxis die Tendenz zu herrschen, eher ein schlechteres Kulturergebnis zu akzeptieren,
wenn dafür das Kultursystem in der Handhabung einfach ist, als umgekehrt .

8 .1.3 .2

	

Ein Vergleich mit bestehenden Systemen

Ein Vergleich der Ergebnisse der in dieser Arbeit durchgeführten Kulturen mit Daten aus
der Literatur ist sehr schwierig . In Abschnitt 2 .5.3 auf Seite 18 wurde bereits die große
Variabilität der beschriebenen Kulturbedingungen besprochen . Sinnvolle Vergleichsdaten
können nur aus siebentägigen Kultivierungen stammen, die von CD34+-Zellen aus Na-
belschnurblut ausgegangen sind und mit serumfreiem Medium gearbeitet haben. Diesen
Ansprüchen genügen einzig zwei Untersuchungen von KÖGLER, der die Zellen in handelsüb-
lichen Spinnern beziehungsweise in Gewebekulturplatten mit 96 Vertiefungen expandierte
[112, 113] . Vergleicht man, wie in Abbildung 8 .22 auf der nächsten Seite, diese Daten mit
den erreichten Expansionen der vorliegenden Arbeit, erkennt man, dass die Werte aus der
Literatur einen deutlichen Unterschied zwischen dem gerührten und ungerührten System
zeigen . Sowohl der Suspensionsreaktor als auch der miniaturisierte Spinner zeigen deut-
lich bessere Expansionen als der Spinner aus der Literatur und sind eher der statischen
Kultur gleichzusetzen . Letzteres wird auch durch die Tatsache gestützt, dass äquivalen-
tes Wachstum der Zellen in gerührter und statischer Kultur für die Systeme dieser Arbeit
nachgewiesen worden ist . Es kann vermutet werden, dass die Spinnerkulturen von KÖGLER
eine systematische Schwäche hatten .

Allein eine Vermehrung der LTC-IC ist im Suspensionsreaktor bisher noch nicht nach-
gewiesen. Wie oben bereits gezeigt, ist diese Tatsache in Anbetracht der nachgewiesenen
MRC aber von untergeordneter Bedeutung .

Die Daten von KÖGLER stellen einen Mittelwert aus sieben Versuchen dar . Eine so große
Anzahl von Experimenten für eine einzelne Versuchsbedingung ist für die neuen Kultur-

systeme aus dieser Arbeit noch nicht durchgeführt worden . Die gezeigten Daten stellen

daher jeweils die maximal erreichten Werte dar . Es ist selbstverständlich denkbar, dass bei
einer größeren Zahl an Wiederholungsversuchen ein Mittelwert nach unten korrigiert wer-

den muss . Unabhängig von diesen Überlegungen muss man berücksichtigen, dass KÖGLER

ein anderes Medium (Myelocult H5100) und insbesondere eine andere Zytokinkombination

(FL, SCF, IL-3) verwendete . Der hier durchgeführte Vergleich ist demnach zwar möglich,

aber es differieren wesentliche Parameter stark, so dass keine absoluten Aussagen getroffen

werden können . Das Fazit ist aber, dass mit den neuen Kultursystemen mindestens dem
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Abbildung 8.22 : Vergleich zwischen Daten dieser Arbeit und Literaturwerten der Zellexpansionen
verschiedener Subpopulationen nach sieben Tagen Kultivierung

Stand der Forschung entsprechende Ergebnisse erzielt wurden .
Die hier vorgestellten Ergebnisse der NOD/SCID-Versuche stellen die erste Untersu-

chung dar, in der gezielt verschiedene Kultursysteme verglichen wurden . Das Ergebnis zeigt
einheitlich, dass einerseits die Art des Kultursystems keinen bedeutenden Einfluss auf die
Kultivierung hat, andererseits die neuen Systeme den klassischen, etablierten Techniken
der Zellkultur ebenbürtig sind .
Für die NOD/SCID-Versuche ist es noch schwieriger, relevante Vergleichsdaten anzuge-

ben . Der Assay selbst erlaubt nur sehr grobe quantitative Aussagen. So betrug der Anteil
der humanen CD45+-Zellen im Knochenmark der Mäuse im Fall der Transplantation kul-
tivierter Zellen zwischen 25 und 50 % des Anteils bei der Transplantation unkultivierter
Zellen, also des Inokulums . Im Vergleich dazu konnte in einer Studie von MöBEST und
Mitarbeitern bei statisch kultivierten Zellen maximal 10 % der Repopulationsfähigkeit im
Vergleich zum Inokulum erhalten bleiben [176] . Andere Autoren konnten nach einwöchiger
Kultur keine Fähigkeit zur Repopulation mehr nachweisen [13, 139] . Mit Zellen aus Nabel-
schnurblut, die in dem kontrollierten AastromReplicell-System in serumhaltigem Medium
kultiviert wurden, konnte ein durchschnittlicher Anteil von 22,4 % humaner Zellen im Kno-
chenmark von NOD/SCID-Mäusen nachgewiesen werden [67] . Allerdings wurde in 8 von
13 transplantierten Mäusen überhaupt keine Repopulierung festgestellt, oder die Mäuse
starben vor Ablauf der sechswöchigen Versuchszeit . In den Versuchen dieser Arbeit zeigten
alle Mäuse eine Repopulierung und keine Maus verstarb vorzeitig .

8 .2

	

Kultivierung ausdifferenzierter Zellen am Beispiel der T-Lymphozyten

Neben der Expansion der frühen hämatopoetischen Zellen ist auch die Generierung einer
großen Zahl ausdifferenzierter Zellen von klinischer Bedeutung. Als beispielhafte Anwen-
dung des neuen Suspensionsreaktors wurde die Expansion von humanen T-Lymphozyten
gewählt . Die T-Lymphozyten nehmen im Rahmen von Immuntherapien eine Schlüsselstel-
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Zellen :
Medium:
Kultursystem :
Kulturdauer:
Inokulum :

Tabelle 8.7 : Die Parameter der Kultivierung von T-Lymphozyten

MNZ aus peripherem Blut
RPMI 1640 + 10 % hitzeinaktiviertes FCS + 100 U/inLIL-2
perfundierter Suspensionsreaktor und 20 L-Rührkessel
456 h
2,6 - 107 Zellen
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lung ein (vergleiche Abschnitt 2.4.3 auf Seite 14) . Bei richtiger Stimulation können sie sich
um sieben bis acht Zehnerpotenzen vermehren [87] . Diese Expansionsfähigkeit ist wesentlich
höher als die der hämatopoetischen Progenitorzellen . Im Gegensatz zu der Kultivierung
der Vorläuferzellen können dadurch die Vorteile eines perfundierten Kultursystems zum
Tragen kommen.
Im Forschungsbereich sind statische Kleinstsysteme, wie Gewebekulturplatten, Stan-

dard . Für die klinische Anwendung werden aber große Zellzahlen benötigt, die nur in Re-
aktoren mit mehreren Liter Volumen hergestellt werden können (vergleiche Abschnitt 2.5.4
auf Seite 23) . Der perfundierte Suspensionsreaktor schließt die Lücke zwischen den beiden
Systemen . Der Reaktor hat dabei den Vorteil, dass er einerseits schon in sehr kleinen Vo-
lumina eine kontrollierte Kultur ermöglicht, wie sie ansonsten erst in einem Großsystem
durchgeführt werden könnte, andererseits kann man mit nur einer Zwischenkultivierung
von einem Kleinstsystem in einen 20 L-Rührkessel gelangen . Durch die große Expansions-
möglichkeit der Zellen ist ein mehrfaches Umsetzen der Kultur in Systeme steigender Größe
nicht notwendig.
Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführte Kultivierung ging von MNZ aus peri-

pherem Blut aus. Von diesen Zellen trugen etwa 60 % das Oberflächenmolekül CD3, das
allgemeine Merkmal der T-Lymphozyten. 38 % der gesamten Zellen gehörten zu den CD4+-
Lymphozyten (T-Helferlymphozyten), 18 % zu den CD8+-Lymphozyten (zytotoxische T-

Lymphozyten). Die grundlegenden Parameter der Kultivierung sind in Tabelle 8.7 dar-
gestellt . Vor der Expansion der Zellen wurden die Lymphozyten aktiviert . Dazu wurden
die Zellen für vier Tage in einer Gewebekulturflasche zusammen mit einem immobilisier-

ten monoklonalen anti-CD3-Antikörper und einem löslichen monoklonalen Antikörper ge-

gen CD28 inokuiert. Diese Art der Anregung ist unspezifisch, weshalb ein großer Teil der

Lymphozyten angesprochen wird [87] .
Nach dieser Stimulierung der Zellen, währenddessen die Zellen nicht nennenswert prolife-

rieren, wurde der neue Suspensionsreaktor mit einer Zelldichte von 3,8 -105 c/mL in 100mL

inokuliert . Die Kultur wurde von Beginn an mit einer Verweilzeit von 2,16 Tagen perfun-

diert. Die Expansion der Zellen ist in Abbildung 8 .23 auf der nächsten Seite dargestellt .

Wegen der unmittelbar einsetzenden starken Proliferation der Zellen wurde bereits nach

24 h begonnen, das Kulturvolumen zu erhöhen. Die Entwicklung des Kulturvolumens zeigt

Abbildung 8 .24 auf Seite 135 . Ziel der ersten Volumenerhöhung war ein turbidostatischer

Betrieb mit einer Zelldichte von 9 - 105 C/mL . Nach dem Erreichen des maximalen Füllvolu-

mens von 550 mL wurden die Zellen bis zu einer Dichte von 4,9 - 106 C/mL weiterkultiviert .

Der Reaktor ist damit nicht an seiner Leistungsgrenze angekommen, womit die Zellen kei-

nen Limitierungen unterlagen . Dadurch sollte eine lag-Phase nach dem Umsetzen in ein

größeres System vermieden werden. Die Zellen wurden steril aus dem System entnommen

und in einem Volumen von 5 L in den °20 L-Rührkessel inokuliert . Die Inokulumsdichte

betrug 4,6 - 105 c/mL . Der Rührkessel ist mit keiner Zellrückhaltung ausgestattet, weshalb

'Die Kultivierung in den Reaktoren wurde in Zusammenarbeit mit ULRIKE HILBERT durchgeführt, die

auch freundlicherweise die Daten der Batch-Kulturen zur Verfügung gestellt hat.
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Abbildung 8.23 : Expansion der MNZ bei der Lymphozyten-Kultivierung

kein perfundierter Betrieb möglich ist . Daher wurde im weiteren Verlauf der Kultivierung
eine nutristatische Betriebsweise gewählt . Durch gezielte Zugabe von Frischmedium, also
einem Fed-Batch-Verfahren, konnte die Glukose-Konzentration konstant gehalten werden .
Der Rührkessel wurde bis auf ein maximales Volumen von 20 L gefüllt . Insgesamt konnte
so eine Gesamtzahl von 2,9 - 1010 Zellen erreicht werden.
Wie bei den hämatopoetischen Vorläuferzellen muss auch bei den T-Lymphozyten nicht

nur die Gesamtzellzahl betrachtet werden, sondern insbesondere auch die Art der generier-
ten Zellen . Abbildung 8.25 auf der nächsten Seite zeigt das Ergebnis der durchflusszytome-
trischen Analyse der Oberflächenmarker zur jeweiligen Kulturzeit. Man erkennt, dass der
Anteil der CD3+-Zellen, also der T-Lymphozyten, durch die Stimulierung von 60 auf über
90 % gesteigert und während der Kultur auf einem hohen Niveau von über 80% gehalten
werden kann .

Alle Subpopulationen werden dabei stark expandiert . In Abbildung 8.26 auf Seite 136
sind die einzelnen Expansionen aufgetragen . Man erkennt, dass die CD3+CD8+- und die
CD3+-Zellen eine äquivalente Vermehrung wie die Gesamtzellzahl, also die MNZ aufweisen .
Einzig die CD3+CD4+-Zellen werden geringer expandiert . Die Kultivierung in der vorlie-
genden Form ist demnach besonders für die zytotoxischen CD8+-T-Lymphozyten geeignet .
Der Grund hierfür liegt, wie schon bei den Progenitorzellen, in der Medienzusammenset-
zung, zusätzlich aber auch in der Art der Zellaktivierung .
Ebenso wichtig wie die Art der Zellen ist deren Funktionalität . Am Ende der Kultivierung

wurde daher ein Zytotoxizitäts Assay durchgeführt, dessen Ergebnis in Abbildung 8.27 auf
Seite 137 dargestellt ist . Während die Zielzelle K-562 gut lysiert wird, wird die Raji-Zelllinie
nur geringfügig angegriffen . Daraus kann zunächst auf die grundsätzliche Zytotoxizität der
Zellen geschlossen werden . Der Grund für die fehlende Wirkung auf die Raji-Zellen ist
nicht offensichtlich . Es muss berücksichtigt werden, dass die eingesetzten Effektorzellen
eine Mischung verschiedener Subpopulationen waren und vor der Durchführung des Tests
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Abbildung 8.25 : Anteil der CD3+-Zellen während der Kultivierung von T-Lymphozyten
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Abbildung 8 .26 : Expansion verschiedener Subpopulationen während der Kultivierung von T-
Lymphozyten

eine Zeit kryokonserviert wurden. Für eine differenzierte biologische Erklärung müssten die
Subpopulationen isoliert und jeweils direkt auf ihre Zytolyse-Fähigkeit untersucht werden .
Eine intensive Untersuchung ist aber erst bei einer konkreten Anwendung sinnvoll .

Prinzipiell hatte die Kultivierungstechnik keine erkennbaren negativen Einflüsse auf die
Zellen . Besonders das Fehlen einer lag-Phase, sowohl zu Beginn der Kultivierung im per-
fundierten Suspensionsreaktor als auch besonders beim Umsetzen der Zellen in den 20 L-
Rührkessel, bestätigt die gute Verwendbarkeit der Kulturgefäße . Vergleicht man die im
perfundierten Suspensionsreaktor erreichte Zelldichte von 4,9 - 10 13 C/mL und den Verlauf
der Kultivierung bis zu diesem Zeitpunkt mit den Ergebnissen der Zelllinie KG-1, so ist es
wahrscheinlich, dass auch für die T-Lymphozyten Zelldichten im Bereich von 1 . 107 C/mL
erreicht werden können .
Für den Fall einer spezifischen Vermehrung von T-Lymphozyten war in Abschnitt 2 .5.4

auf Seite 23 eine minimale Gesamtzellzahl von 1 - 109 gefordert . Schon die tatsächlich
erreichte Zellzahl im perfundierten Suspensionsreaktor betrug 2,7 - 109 , bei der theore-
tisch maximalen Zelldichte wären sogar 5,5 - 109 Zellen vorhanden . Damit ist man mit
dem Reaktor zumindest technisch in der Lage, klinisch relevante Mengen von spezifischen
T-Lymphozyten in einem einzigen geschlossenen System zu generieren. Es wäre eine inte-
ressante Fragestellung, ob die Stimulierung der Zellen ebenfalls in dem Suspensionsreaktor
erfolgen könnte. Damit wäre der gesamte Prozess in einem geschlossenen System möglich .
Im Falle der unspezifisch vermehrten T-Lymphozyten reicht der neue Reaktor nicht

aus, um die in der Anwendung erforderlichen Zellzahlen zu erzeugen . Die hier dargestellte
Kultivierung hat aber gezeigt, dass der Reaktor ein leistungsfähiges System ist, um in
einem Schritt vom Labormaßstab in die notwendigen Großsysteme zu gelangen . Da so
weniger Systemwechsel während der Kultivierung notwendig sind, verringert sich auch die
Gefahr einer Kontamination . In der klinischen Umgebung ist dies eine der wesentlichsten
Anforderungen .
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Abbildung 8.27 : Anteil der lysierten Zielzellen im Zytotoxizitäts Assay als Funktion des Verhält-
nisses von Ziel- zu Effektorzelle

Die T-Lymphozyten zeigen auch eine deutliche Reaktion auf die kontinuierliche Füt-
terung, die durch die kontrollierten Reaktoren ermöglicht wird . Bei den üblichen Batch-
Kultivierungen wird nach dem Prinzip der periodischen Batch-Kultur verfahren . Jeden Tag
wird die Hälfte der Zellsuspension aus dem Kulturgefäß entnommen und durch frisches
Medium ersetzt . Bei Kultivierungen für Forschungszwecke wird die entnommene Zellsus-
pension verworfen, bei der Produktion für die praktische Anwendung wird sie äquivalent
in einem zweiten Kultursystem weiterkultiviert . Das hat zur Folge, dass sich die Zahl der
betriebenen Systeme jeden Tag verdoppelt . Die in diesem Abschnitt vorgestellte Kultivie-
rung dauerte ohne die Zeit für die Stimulierung 15 Tage . Es wären also theoretisch bis zu
214 Kultursysteme notwendig gewesen .

Eine weitere Auswirkung der diskontinuierlichen Fütterung in den Batch-Kulturen ist ei-
ne große Schwankung der Konzentration der Substrate über die Kulturzeit . Abbildung 8.28
auf der nächsten Seite zeigt beispielhaft den Verlauf der Glukose-Konzentration einer sol-
chen Kultivierung in einem handelsüblichen Spinner . Die Kultur wurde nach dem gleichen
Protokoll wie die oben beschriebene durchgeführt .
Durch die starke Proliferation nehmen die Substrat-Konzentrationen schnell ab, um

durch die Fütterung unvermittelt wieder anzusteigen . Die Glukose dient hier nur als Bei-

spiel . Alle Substrate sind dieser Entwicklung mehr oder weniger stark unterworfen . Es kann

dabei nicht ausgeschlossen werden, dass es kurzfristig zu Substratlimitierungen kommt .

Umgekehrt entfernt man mit der Erneuerung des Mediums autokrine Faktoren, die die

Zellen produziert haben . Das Ergebnis dieser uneinheitlichen Bedingungen ist ein ebenfalls

stark schwankendes Wachstum der Zellen . In Abbildung 8.29 auf der nächsten Seite ist der

Verlauf der Wachstumsrate der Spinnerkultur gezeigt .
Bei der kontinuierlich gefütterten Kultivierung im Suspensionsreaktor und im 20 L-

Rührkessel kam es zu keinen Schwankungen der Substrat-Konzentrationen . Wie in Ab-

bildung 8.30 auf Seite 139 zu erkennen ist, sank die Konzentration zunächst ab. Dies ist
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Abbildung 8.28: Der Verlauf der Glukose-Konzentration bei einer diskontinuierlich gefütterten
Spinnerkultur von T-Lymphozyten
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Abbildung 8.29 : Der Verlauf der Wachstumsrate bei einer diskontinuierlich gefütterten Spinner-kultur von T-Lymphozyten
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Abbildung 8.30 : Der Verlauf der Glukose-Konzentration bei der kontinuierlich gefütterten Kulti-
vierung von T-Lymphozyten in kontrollierten Reaktoren

die Folge der stark ansteigenden Zelldichte im Reaktor und der Tatsache, dass durch den
turbidostatischen Betrieb die Konstanz der Substratkonzentration keine Zielsetzung war .
Anders war es beim Rührkessel, der nutristatisch mit Glukose als Leitsubstrat betrieben
wurde . Ab dem Inokulum des Rührkessels bleibt die Glukose-Konzentration deshalb auf
einem stabilen Niveau .

Die positive Auswirkung dieser Betriebsweisen zeigt der Verlauf der Wachstumsraten in
Abbildung 8 .31 auf der nächsten Seite, die zwar kontinuierlich sinkt, aber keine Schwan-
kungen wie bei der Batch-Kultur zeigt . Das allgemeine Absinken der Wachstumsrate, das
unabhängig von der Fütterungsart zu beobachten ist, ist eine Folge der langsam abklingen-
den Stimulierung . Hier gibt es Versuche, durch eine Restimulierung die volle Proliferations-
Fähigkeit während der Kultivierung wiederherzustellen (zum Beispiel [206]) .

Es mag auffallen, dass in der Batch-Kultivierung die Zellen wesentlich länger proliferieren
und auch die Wachstumsrate ein leicht höheres Niveau hat . Man darf hier aber keine direkte
Schlussfolgerung bezüglich der Betriebsweise oder der Fütterungstaktik ziehen . Vielmehr

handelt es sich bei den T-Lymphozyten auch um Primärmaterial, das starke Spendervaria-

bilitäten aufweist . Für eine wertende Aussage müssten wie bei den Vorläuferzellen parallele

Kultivierungen mit den unterschiedlichen Strategien durchgeführt werden . Die vorliegende

Kultivierung in den Reaktoren hat eine prinzipielle Möglichkeit dazu aufgewiesen . Eine

Prozessoptimierung erfordert weitere Versuche .
Ein erster Hinweis kann aber gegeben werden . Am Tag 9 wurde eine kleine Zahl an Zellen

aus dem neuen Suspensionsreaktor entnommen und in eine Gewebel ulturflasche überführt .

Diese wurde an den Reaktor angepasst täglich gefüttert . Die resultierende Wachstumsrate

ist ebenfalls in Abbildung 8.31 auf der nächsten Seite dargestellt . Das äquivalente Wachs-

tum beider Kultivierungen ist deutlich zu erkennen . Dies weist darauf hin, dass es zu keiner

Beeinträchtigung der Zellen bei der Kultivierung im 20 L-Rührkessel kommt .
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KAPITEL 9

N K-92 - Ein Beispiel für eine klinische Anwendung

In einer Zusammenarbeit der Klinik für Pädiatrische Hämatologie und Onkologie der Jo-
hann Wolfgang Goethe-Universität Frankfurt am Main, dem Institut für Transfusions-
medizin und Immunhämatologie des Blutspendedienstes Hessen des DRK (Frankfurt am
Main) und dem Bone Marrow Transplant Center des Rush Cancer Institute des Rush-
Presbyterian-St . Luke's Medical Center (Chicago, USA) wird die Zelllinie NK-92 in einer
klinischen Studie Phase I/II verwendet . Nachdem nachgewiesen werden konnte, dass die
NK-92 ex vivo eine sehr potente Zelllinie ist, die gegenüber einer großen Zahl von Tumor-
Zelllinien und primären Tumoren starke zytotoxische Fähigkeiten besitzt [107, 108, 304,
305], werden die Zellen jetzt therapeutisch in vivo eingesetzt .

Bei den Patienten der Studie handelt es sich um Kinder und Jugendliche mit fort-
geschrittenen malignen Erkrankungen, wie akuter lymphatischer Leukämie, chronischer
myeloischer Leukämie, HODKIN-Lymphomen, Non-HODKIN-Lymphomen, kindlichen Sar-
komen, Neuroblastomen und Hirntumoren. Bei allen Teilnehmern der Studie ist es nach
einer allogenen oder autologen Stammzelltransplantation zu einem Rückfall gekommen,
oder es haben herkömmliche Behandlungsformen versagt . Den Patienten werden NK-92
Zellen verabreicht, die für eine Wachstumsarretierung mit 10 Gy bestrahlt wurden.

In der Phase I einer klinischen Studie wird die Verträglichkeit der therapeutischen Maß-
nahme geprüft, in Phase II ihre generelle Wirksamkeit . Bei der Studie mit den NK-92
bekommen in der Phase I jeweils drei Patienten eine Dosis von 1 - 10 9 , 3 . 109 beziehungs-
weise 5 . 109 c/rn 2 Körperoberfläche innerhalb einer Stunde intravenös injiziert . Ein Kind besitzt
eine Körperoberfläche von etwa 1 m2 , ein Erwachsener von ungefähr 2m2 . Wird die erste
Infusion gut toleriert, wird zwei Tage später die gleiche Menge Zellen noch einmal verab-
reicht .
Die maximale Dosis, die in der Phase I als verträglich eingestuft werden kann, wird

in der Phase II angewandt. Hier sollen zunächst 17 Patienten behandelt werden . Wird

bei mehr als drei Patienten eine therapeutische Wirkung, das heißt eine Verringerung der

Tumormasse, beobachtet, wird dieser Effekt den NK-92 zugerechnet. Die Phase II wäre in

diesem Fall erfolgreich abgeschlossen . Die detaillierte Beschreibung der klinischen Studie

in Form des Studienprotokolls befindet sich in Kapitel H auf Seite 213.
In einer zweiten, parallelen klinischen Studie, in der statt der Klinik für Pädiatrische

Hämatologie und Onkologie, die Klinik III, Abteilung für Hämatologie und Onkologie der

Johann Wolfgang Goethe-Universität Frankfurt am Main beteiligt ist, wird die NK-92

bei erwachsenen Patienten eingesetzt . Diese Studie verläuft identisch mit der Studie für

Kinder und Jugendliche, mit Ausnahme der höchsten eingesetzten Dosis. Diese beträgt

statt 5 - 109 , 1 . 10 1° c/rn2 Körperoberfläche . Das ausführliche Studienprotokoll findet sich in

Kapitel I auf Seite 227.
Grundvoraussetzung der klinischen Studien ist die sichere Produktion der benötigten

Zellzahl . Das Ziel dabei ist eine möglichst hohe Zelldichte . Die Infusion der Zellen kann

selbstverständlich nur in einem relativ kleinen Volumen erfolgen . Nach der Kultivierung der

Zellen sind daher Aufarbeitungsschritte, wie beispielsweise Zentrifugation, notwendig, um

eine Volumenreduktion zu erreichen. Je höher die Zelldichte in der Kultur ist, umso geringer

ist der notwendige Aufwand bei der Aufarbeitung . Die verfahrenstechnische Aufgabe ist es

demnach, eine hohe Zelldichte in einem klinischen System zu generieren .
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Abbildung 9.1 : Kultivierung der Zelllinie NK-92 in einer Batch-Kultur mit unsupplementiertem
und supplementiertem Medium

Die Zelllinie NK-92 wächst nicht serumfrei . In der klinischen Anwendung ist der Einsatz
von tierischen Seren aber nicht empfehlenswert . Um eine maximale Prozesssicherheit zu
gewährleisten, wird im Rahmen der klinischen Studie X-Vivo 10 mit 5 17o hhiQ-Plasma
verwendet . Zusätzlich muss das Medium mit 100 U/mL IL-2 ergänzt werden . Die gleiche
Menge IL-2 wird während der Kultivierung alle drei Tage frisch zugegeben .

Eine Batch-Kultivierung unter diesen Bedingungen, also ohne Mediensupplement, in ei-
nem handelsüblichen 250 mL-Spinner ist in Abbildung 9.1 dargestellt . Die maximal erreich-
te Zelldichte beträgt 7 - 105 C/mL . Es ist unwahrscheinlich, dass die Limitierung der Kultur
bei dem Zytokin liegt, da dieses während der Kultur wie beschrieben supplementiert wur-
de. Eine Sauerstofflimitierung ist bei einer so niedrigen Zelldichte ebenfalls auszuschließen.
Daher ist eine niedermolekulare Limitierung oder Inhibierung wahrscheinlich.

Die Medienanalytik zeigt deutlich die möglichen Limitierungen . In Abbildung 9 .2 auf
der nächsten Seite ist der relative Konzentrationsverlauf der kritischen Stoffe dargestellt .
Interessanterweise handelt es sich um Glutamin, Serin und Asparagin, die Aminosäuren,
die schon bei den primären hämatopoetischen Zellen limitierend waren . Zusätzlich sank
auch die Glukose-Konzentration deutlich ab . In den weiteren Kultivierungen wurde dasMedium deshalb mit Aminosäuren und Glukose supplementiert . Das Supplement ergänztdas Medium um 1,5 mmol/L Glutamin, 1,5 mmol/L Serin, 1 mmol/L Asparagin und 2 g/L Glu-kose . Zusätzlich zu dem Supplement wurde bei allen folgenden Kulturen das Medium mit1000 U/mL IL-2 versetzt, bei gleichbleibender regelmäßiger Nachfütterung des Zytokins . Ei-ne Batch-Kultivierung mit dem auf diese Weise verbesserten Medium zeigt Abbildung 9 .1 .Die Zelldichte erreicht 1 - 106 o/mL und konnte demnach um über 40 % gesteigert werden .Für eine weitere Verbesserung der maximalen Zelldichte wurde erneut nach der Limi-tierung des Prozesses gesucht . Die Sauerstoff- und Zytokinversorgung kann wieder ausge-schlossen werden . Die Medienanalytik ergab auch in diesem Fall keinen Anhaltspunkt einer
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Abbildung 9.2 : Entwicklung der Glukose-, Glutamin-, Asparagin- und Serin-Konzentration wäh-
rend der Batch-Kultivierung der Zelllinie NK-92

Limitierung durch Aminosäuren oder Glukose. Bei der supplementierten Kultur fällt aber
besonders deutlich das starke Sinken des pH-Wertes des Kulturmediums auf. Dieses wird
durch eine hohe Laktatbildung verursacht, die eine Laktat-Konzentration über 30 mmol/L

zur Folge hat . Es kann also eine Lalztatinhibierung vermutet werden .
Um diese Möglichkeit zu untersuchen, wurde eine parallele Kultivierung durchgeführt,

bei der neben einer üblichen Kultur in drei Kulturen schon zu Beginn Laktat im Medium
vorgelegt wurde. Die Konzentrationen betrugen 10, 20 und 30 mmol/L . Abbildung 9.3 auf
der nächsten Seite zeigt den Verlauf der Laktat-Konzentration über den Kulturzeitraum .

Deutlich zu sehen ist, dass die Höhe der Laktat-Konzentration keinen Einfluss auf den
Stoffwechsel der Zellen hat. Auch die Verläufe der Zellzahl und der Glukose-Konzentration
waren identisch . Da bei diesem Versuch eine Laktatkonzentration von beinahe 55 mmol/L

erreicht wurde, ohne dass ein negativer Effekt zu beobachten war, und da in den voran-

gegangenen Kulturen nie ein solch hoher Wert beobachtet werden konnte, kann man eine

Laktatinhibierung ausschließen . Dieser Versuch zeigt darüber hinaus, dass die Zellen einen

energetisch sehr ungünstigen Stoffwechsel haben. Im Durchschnitt werden 1 Mol Glukose

in 1,85 Mol Laktat umgewandelt . Über 90 % der Glukose gelangen also nicht in den Zi-

tratzyklus . Diese erhöhte Laktatproduktion ist eine typische Eigenschaft von Tumorzellen

[105, 288] .
Eine Limitierung könnte auch durch IL-2 entstehen, was durch die Notwendigkeit des

Nachdosierens belegt wird [68] . Die Erhöhung der IL-2 Konzentration auf 1000 U/mL sollte

dies zwar verhindern, wegen der entscheidenden Rolle des IL-2 wurde der Konzentrations-

verlauf aber trotzdem nachgeprüft . Es zeigte sich, dass IL-2 in der Batch-Kultur schnell

verbraucht wird und somit eine potentielle Limitierung darstellt. Gegen die Limitierung

spricht aber die Tatsache, dass ein Nachdosieren bei der maximalen Zelldichte zu keiner

relevanten Steigerung der Zelldichte führt. Diesen Fall verdeutlicht Abbildung 9.4 auf Sei-

te 145. Die Konzentrationen des IL-2 sind das Ergebnis der ELISA Messungen. Für das

Serin - '0 'Asparagin
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Abbildung 9.3 : Entwicklung der Laktat-Konzentration während der Batch-Kultivierung der Zell-
linie NK-92 bei unterschiedlichen Mengen vorgelegten Laktats

verwendete IL-2 gilt 1 Unit = 25 pg . Man erkennt in der Abbildung den schnellen Abfall
der IL-2 Konzentration durch den Verbrauch der Zellen . Die Zellkonzentration ist dadurch
aber fast nicht beeinflusst . Die IL-2 Verbrauchsrate liegt bei 2 - 3 . 10-4 Pg/(c - h), der gleiche
Wert, den man auch in einer proliferierenden Kultur beobachten kann .

Die genauen mechanistischen Vorgänge, die durch IL-2 bei der Zelllinie NK-92 ausgelöst
werden, sind nicht bekannt . Sicher ist, dass die Versorgung mit IL-2 essentiell ist . In wel-
cher Weise das Zytokin an den Zellen bindet und auf sie wirkt, wie lange ein gebundenes
Zytokin Wirkung zeigt und ob das Zytokinangebot Auswirkungen auf die Ausbildung der
entsprechenden Rezeptoren hat, ist nicht bekannt . Es wäre denkbar, dass die Erhöhung
der IL-2 Konzentration die Zellen so beeinflusst, dass auch der Zytokinbedarf erhöht ist .
In jedem Fall kann aber eine Wirkung auf die maximale Zelldichte in der Batch-Kultur
durch die Steigerung der IL-2 Zufuhr ausgeschlossen werden .

Weitere Untersuchungen über die Art der Limitierung oder Inhibierung wurden nicht
durchgeführt . Stattdessen wurde im Folgenden eine perfundierte Kultur im neuen Suspen-
sionsreaktor etabliert . Diese Anwendung zeigt eine weitere mögliche Verwendung des Re-
aktors . Obwohl es sich bei der NK-92 um eine Zelllinie handelt, die prinzipiell in beliebigen
Mengen vorkultiviert werden kann, um sie anschließend in einem handelsüblichen Suspen-
sionsreaktor verwenden zu können, ist dieses Vorgehen sinnvoll . Bei der NK-92 sprechen
ökonomische Gründe für die Prozessentwicklung in einem möglichst kleinen Kultursystem .
Die Medienkosten sind zwar deutlich niedriger als bei den primären hämatopoetischen
Zellen, trotzdem liegt der Literpreis mit zirka 150 DM etwa bei dem Zehnfachen eines
üblichen Mediums für eine tierische Zelllinie . Für die Entwicklung eines perfundierten Pro-
zesses, der relativ hohe Mengen von Medien benötigt, ist ein kleiner Reaktor vorteilhaft .
Darüber hinaus ist die Eigenschaft des neuen Suspensionsreaktors, eine hohe Expansion
in einem geschlossenen System zu ermöglichen, in Hinblick auf eine klinische Anwendung
sehr positiv .
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Abbildung 9.4 : Verlauf der IL-2 Konzentration und der Zellkonzentration nach der IL-2 Nachdo-
sierung in der stationären Phase einer Batch-Kultur

In Abbildung 9.5 auf der nächsten Seite ist der Verlauf der Zelldichte in perfundierter
Kultur dargestellt. Als Medium wurde das supplementierte Medium mit 1000 U/mL IL-2
verwendet . Die Kultivierung startete direkt mit dem maximalen Volumen von 550mL und
wurde mit einer Verweilzeit von 2,75 Tagen perfundiert und war dadurch nutristatisch .
Insgesamt wurde eine Gesamtzahl von 2,4 .109 Zellen bei einer Zelldichte von 4,4- 106 c/mL
erreicht . Die Limitierung lag wie schon bei der Zelllinie KG-1 in der Sauerstoffversorgung .
Die NK-92 hat mit 7,6 - 10-3 mg0a/(106c - h) eine etwa doppelt so hohe zellspezifische Sauer-
stoffverbrauchsrate wie die KG-1, wodurch nur eine geringere Zelldichte möglich ist .

In der perfundierten Kultur ist im Gegensatz zur Batch-Kultivierung erstmals eine kons-

tante Menge IL-2 im Medium zu beobachten . In Abbildung 9.6 auf der nächsten Seite ist

der Verlauf der IL-2 Konzentration im Medium gezeigt . Diese Kultivierung widerlegt die

Theorie, dass ein hohes Angebot an IL-2 den Verbrauch oder die Bindung durch die Zellen

beeinflusst. Die IL-2 Verbrauchsrate lag bei 1 - 4 - 10-4 Pg/(c-h) und war damit identisch

mit den Verbrauchsraten in der Batch-Kultur . Insgesamt kann in der perfundierten Kultur

also eine IL-2 Limitierung endgültig ausgeschlossen werden .
Wie bei den T-Lymphozyten ist auch für die NK-92 Zellen die Funktionalität nach der

Kultivierung der entscheidende Parameter . Deshalb wurde dieses am Ende der perfundier-

ten Kultur in einem Zytotoxizitäts Assay getestet . Das Ergebnis zeigt Abbildung 9.7 auf

Seite 147. Die K-562 und die Raji-Zielzellen werden von denNK-92 Zellen im gleichen Maße

lysiert. Im Vergleich zu den Lymphozyten (Abbildung 8 .27 auf Seite 137) ist die Lysefähig-

keit der NK-92 deutlich höher. Die Zellen, die für den Assay verwendet wurden, wurden am

Ende der Kultivierung, also aus einer Sauerstofflimitierung heraus, dem Reaktor entnom-

men. Damit waren die denkbar ungünstigsten Bedingungen für die Untersuchung gewählt,

so dass aus dem positiven Ergebnis des Zytotoxizitäts Assays geschlossen werden kann,

dass die Zellen zu jedem Zeitpunkt einer perfundierten Kultivierung stark lysefähig sind .
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Abbildung 9.6 : Verlauf der IL-2 Konzentration bei der Kultivierung der Zelllinie NK-92 in perfun-dierter Kultur
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Abbildung 9.7 : Anteil der lysierten Zielzellen im Zytotoxizitäts Assay als Funktion des Verhält-
nisses von Ziel- zu Effektorzelle mit kultivierten NK-92 Zellen
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Die Entwicklung des kontrollierten Suspensionsreaktors fand von Beginn an vor dem Hin-
tergrund der Anforderungen für klinische Kultursysteme statt (vergleiche Abschnitt 2 .5.4
auf Seite 23) . Für die Verwendung des Reaktors in der klinischen Studie mit der Zelllinie
NK-92 waren daher nur eine geringe konstruktive Änderung notwendig .
Da die Probenahme über den dafür vorgesehenen Stutzen ein Öffnen des Reaktors er-

fordert, wurde ein neuartiges Probenahmesystem etabliert. Dieses gewährleistet zu jedem

Zeitpunkt ein geschlossenes System, weshalb der Reaktor auch für die Probenahme nicht
unter eine sterile Sicherheitswerkbank gebracht werden muss, sondern die ganze Kulturzeit
an einem Ort verbleiben kann .
Dazu wurde statt des höhenverstellbaren zweiten Medienablaufs an die gleiche Stelle

ein kurzes Edelstahlrohr als Schlauchanschluss eingebaut . Von diesem geht im Inneren des

Reaktors ein Silikonschlauch bis zum Boden des Gefäßes. Außerhalb des Reaktors führt

ein Schlauch zu einem 100mL Glasgefäß . Diese Verbindung ist mit einem schweißbaren

Schlauch versehen . Für die Probenahme wird Zellsuspension in den Schlauch gezogen und

ein Stück des gefüllten Schlauchs wird mithilfe eines Schlauchschweißgerätes steril abge-

trennt . Die verbliebene Zellsuspension wird wieder in den Reaktor zurückgeführt, während

die Zellen aus dem abgeschweißten Stück Schlauch als Probe für die weitere Analytik die-

nen.
Bei Bedarf kann an den Schlauch, dessen Länge sich durch die Probenahmen mehr und

mehr verringert, ein neues Stück steril angeschweißt werden . So ist sichergestellt, dass trotz

des Längenverlustes beliebig oft Probe genommen werden kann.
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Abbildung 9 .8 : Kultivierungen der Zelllinie NK-92 im klinischen Umfeld (Sprünge in den Kurven-
verläufen entstehen durch die diskontinuierliche Vergrößerung des Kulturvolumens)

Im Rahmen der klinischen Studien werden die NK-92 beim Blutspendedienst Hessen kulti-
viert . Die dort etablierten Kulturtechniken sind Gewebekulturflaschen und Wannenstapel .
Beide Systeme ermöglichen ausschließlich Batch-Kultivierungen. Die Kulturen werden da-
bei maximal bis zu einer Zelldichte von 5 .105 C/mL betrieben . Bei einer angenommenen
Körperoberfläche eines erwachsenen Patienten von 2 m2 beträgt die maximale Zelldichte
der Phase 12 . 101° Zellen . Dafür benötigt man mit den Batch-Kulturen 40 L Kulturvolu-
men.

In perfundierter Kultur wäre die gleiche Zellzahl in einem Volumen von etwa 1,1 L er-
reichbar . Als Unterstützung der Kulturen im Wannenstapel wurde der neue Suspensionsre-
aktor beim Blutspendedienst Hessen etabliert . Ein einzelner perfundierter Reaktor ersetzt
nicht vollständig die Batch-Kultivierung . Die Verwendung des Reaktors ist aber aus zwei
Gründen sinnvoll . Erstens ist es zu Beginn empfehlenswert, als Vorsichtsmaßnahme nur
einen Teil der verabreichten Zellen aus dem neuen System zu verwenden . Zweitens kann
die Handhabung eines perfundierten Systems in einem Stadium der Anwendung eingeübt
werden, in dem noch die herkömmliche Batch-Kultivierung notfalls ausreichende Zellzah-
len liefern kann . Darüber hinaus kann ein weitergehender Scale-up des Prozesses parallel
zu der klinischen Etablierung erfolgen .

Es wurden zwei unabhängige perfundierte Kultivierungen beim Blutspendedienst durch-geführt . Die Verläufe der Zelldichten zeigt Abbildung 9.8 . Beide Kultivierungen wurdenidentisch zu der oben beschriebenen durchgeführt . Das Volumen beim Inokulieren betrugjeweils 100 mL und wurde in der ersten Kultur in einem Schritt auf 550 mL erhöht, inder zweiten Kultur in drei Schritten . Die erreichten Zelldichten betrugen 4 - 106 C/ML und1,79 - 106 C/mL . In beiden Fällen kam es zu keinen Betriebsstörungen .Die beiden Kultivierungen wurden nach einer Einführung und anfänglicher Anleitungvon Mitarbeitern des Blutspendedienstes Hessen eigenständig durchgeführt . Für den Rou-
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Abbildung 9.9 : Verlauf der Gesamtzellzahl der Zelllinie NK-92 vor der M-ansplantation
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tineeinsatz einer solchen Technik sind geregelte Handlungsabläufe und eine genaue Doku-
mentation erforderlich . Daher wurde für den Betrieb des neuen Suspensionsreaktors für
die Kultivierung der Zelllinie NK-92 eine Standardarbeitsanweisung verfasst (Kapitel J
auf Seite 241) . Sie bildete auch die Grundlage für die beiden Kultivierungen im klinischen
Umfeld .

Im Rahmen der Phase I der Studie für Kinder und Jugendliche wurden, nachdem die

ersten Kultivierungen erfolgreich verlaufen waren, Zellen aus einer Kultivierung im Reaktor

zusammen mit Zellen aus Kulturen in den bisher üblichen Wannenstapeln einem Patienten

transplantiert . Die Kultivierung im Reaktor wurde äquivalent zu den vorangegangenen
gemäß der SOP durchgeführt . Entsprechend dem Protokoll der Studie (Kapitel H auf

Seite 213) wurde als Medium unsupplementiertes X-Vivo 10 mit 5 % hhiQ-Plasma und

100 U/mL IL-2 verwendet .
Abbildung 9.9 zeigt den Verlauf der Gesamtzellzahl . Das Inokulum betrug 4 - 106 Zellen

in 200 mL Medium . In den ersten 350 Stunden wurde das Kulturvolumen auf 500 mL er-

höht . Danach blieb die Kultur konstant bei diesem Volumen . Nach 570 und 1100 Stunden

wurde 250 beziehungsweise 300 mL Zellsuspension aus dem Reaktor abgeerntet und durch

Frischmedium ersetzt . Die abgeernteten Zellen wurden verworfen . Durch dieses Vorgehen

konnte die Kultur problemlos über die sehr lange Gesamtkulturdauer von 65 Tagen auf-

rechterhalten werden, ohne dass die Kultur limitiert oder inhibiert war . Die minimale

Glukose-Konzentration betrug 2,8 g/L, die Laktat-Konzentration lag zu jeder Zeit unter

19 mmol/L .

Die Möglichkeit, die Kulturzeit beliebig zu verlängern, ist im klinischen Einsatz relevant,

da sich so die Kultur nach den Bedürfnissen des Patienten ausrichten lässt . Der Zeitpunkt
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der Zellernte für die Transplantation kann gegebenenfalls problemlos verschoben werden .
Nach 1553 Stunden wurde der Reaktorinhalt vollständig abgeerntet . Dazu wird an den

Probenahmeschlauch ein handelsüblicher 500 mL-Blutbeutel steril angeschweißt . Die Zell-
suspension kann dann ohne Einsatz von zellschädigenden Pumpen in den Beutel geleitet
werden . Nachdem der Beutel angeschweißt wurde, können die Zellen unabhängig vom Re-
aktor weiterverarbeitet werden .

Die Präparation der Zellen aus dem Reaktor erfolgte zusammen mit den Zellen aus den
Wannenstapeln, die ebenfalls in 500 mL-Blutbeutel überführt worden waren . Alle Arbeiten
wurden im Produktionsbereich des Blutspendedienstes durchgeführt . Dabei wurden Arbei-
ten an offenen Behältnissen unter Bedingungen der Reinraumklasse 100 (gemäß US Norm
US Federal Standard 209 E) und Arbeiten mit geschlossenen Systemen unter Bedingungen
der Reinraumklasse 10 000 durchgeführt .

Die Beutel mit den Zellsuspensionen wurden zentrifugiert, der zellfreie Überstand ab-
genommen und verworfen . Bei dem Überstand des Beutels aus dem Reaktor wurde zuvor
eine zusätzliche Sterilprobe entnommen . Die verbleibenden hochzelldichten Suspensionen
wurden in einem Beutel vereinigt . Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt konnten die
Zellen in 500 mL X-Vivo 10 aufgenommen werden. Aus diesem Endprodukt wurden Proben
zur Sterilkontrolle und für die Zellzahlbestimmung, sowie Rückstellproben entnommen .
Der Patient, der diese Zellen transplantiert bekam, ist ein 25jähriger Mann der unter

einem Hirntumor leidet . Die angestrebte Dosis betrug 3 . 109 C/m'-' Körperoberfläche, wobei der
Patient eine Körperoberfläche von 1,44M2 hat . Aus dem Beutel mit dem Produkt wurden
demnach nur 4,32 - 109 Zellen benötigt, die in 240 mL enthalten waren. Die überschüssige
Zellsuspension wurde in einen separaten Beutel überführt und für Forschungszwecke wei-
terverwendet . Die Zellen wurden dem Patienten in 1,5 Stunden intravenös verabreicht . Von
diesen Zellen stammten 6,41 %, also 2,76 - 108 Zellen, aus dem neuen Suspensionsreaktor .

Diese Transplantation war die zweite, 48 Stunden zuvor hatte der Patient bereits die
gleiche Zelldosis erhalten . Beide Transplantationen verliefen komplikationslos und es zeig-
ten sich keinerlei Nebenwirkungen. Damit ist die primäre Zielsetzung der klinischen Phase
I erfüllt . Einen positiven Einfluss auf den Krankheitsverlauf des Patienten konnte bis zum
jetzigen Zeitpunkt (drei Monate nach der Transplantation) nicht beobachtet werden . Al-
lerdings ist es auch prinzipiell sehr fraglich, ob ein Hirntumor eine passende Indikation
für den Therapieansatz darstellt . Solange die Blut-Hirn-Schranke in ihrer Funktion durch
den Tumor nicht beeinträchtigt ist, sind die malignen Zellen für die NK-92-Zellen nicht
angreifbar . In der Phase II der Studie, in der die Wirksamkeit der Therapie nachgewiesen
werden soll, muss diese Schwierigkeit beachtet werden .
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Schlussfolgerungen

In dieser Arbeit wurden neue Kultursysteme entwickelt, etabliert und in klinisch relevan-
ten Anwendungen vorgestellt . Die Ergebnisse lassen Schlussfolgerungen für den sinnvollen
Einsatz der hier entwickelten Kultursysteme zu . Daneben bietet sich auch eine Möglichkeit
für eine Aussage, welche Strategie weniger sinnvoll ist .
Im Bereich der Kultivierung hämatopoetischer Zellen spielt die gründliche Versuchspla-

nung eine überdurchschnittlich große Rolle . Durch die hohen Medienkosten, den großen
manuellen Aufwand, den die Analytik der Experimente erfordert, und die sehr begrenz-
te Zahl verfügbaren Spendermaterials ist aus ökonomischen und praktischen Gründen die
Zahl der möglichen Versuche sehr begrenzt . Darüber hinaus unterliegen gerade die Experi-
mente mit Primärmaterial einer hohen Spendervariabilität und sind daher oft nur schwer
mit anderen Versuchen vergleichbar . Es müssen deshalb vor jedem Experiment unbedingt
die folgenden Fragen überdacht werden :

" Was ist das genaue Versuchsziel? Welche Subpopulation soll expandiert werden?
Stimmt die Kulturdauer mit der maximalen Expansion der untersuchten Subpopula-
tion überein?

" Ist der Einsatz einer Modellzelllinie möglich?
" Gibt es die Möglichkeit, die eingesetzten Mengen an Medium und Zellen zu reduzie-

ren?
" Ist die Vergleichbarkeit des potentiellen Versuchsergebnisses gewährleistet? Ist ein

Standard bezüglich des Kultursystems, des Mediums und der Zytokinkombination im

Experiment (eventuell auch ein Zellstandard) integriert?

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit können bei der Beantwortung mehrerer dieser

Fragen helfen . Zum einen konnte die Zelllinie KG-1 als Modellzelllinie für die suspendierte

und die immobilisierte Kultur etabliert werden . Zum anderen wurde zu jedem der ent-

wickelten Reaktorsysteme eine beispielhafte Kultivierung durchgeführt . Die Aufgabe der

Kultivierungen in dieser Arbeit, mit Ausnahme der Zelllinie NK-92, bestand nicht in der

endgültigen Optimierung der einzelnen Kulturbedingungen, sondern in der Entwicklung

der geeigneten Kultursysteme und -strategien, dem Nachweis ihrer Mnktionsfähigkeit und

dem Bereitstellen von Vergleichsdaten .

10 .1

	

Weniger erfolgreiche Konzepte

Eine unvoreingenommene Herangehensweise ist in der Forschung selbstverständlich. Die

folgenden kurz dargestellten Punkte sind deshalb in dem im vorherigen Abschnitt darge-

stellten Zusammenhang der fundierten Versuchsplanung zu sehen . Sie stellen Ansätze mit

einem negativen Ergebnis dar, die bei zukünftigen Versuchen eher eine niedrige Priorität

erhalten sollten . Dies bedeutet jedoch nicht, dass diese Konzepte nicht bei einem in der Zu-

kunft erweiterten Wissensstand wieder sinnvoll sind und erfolgreich durchgeführt werden

könnten .
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Abbildung 10.1 : Vergleich der auf den Mikroträgern immobilisierten Zellzahl der Zelllinie M2-10B4
als Relativwert zum Inokulum

10.1 .1 Wirbeischichttechnik

10 . Schlussfolgerungen

Die Verwendung eines Festbettreaktors war das zentrale Ergebnis der Dissertation von
SCHRÖDER [243] . Er zeigte, dass eine Kultivierung in einem Wirbelschichtreaktor nicht
möglich ist . Die Wirbelschichttechnik böte Vorteile gegenüber dem Festbett . Die Gradi-
entenbildung über die Betthöhe, sowohl bezüglich der immobilisierten Zelldichte, als auch
des Sauerstoffpartialdruckes kann in einer Wirbelschicht leicht verhindert werden .
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Möglichkeit einer Kultivierung häma-

topoetischer Zellen in einer Wirbelschicht erneut überprüft . In einem parallelen Versuch
konnte die wachstumsarretierte stromale Zelllinie M2-10B4 im Wirbelschicht- wie im Fest-
bettreaktor äquivalent immobilisiert werden (Abbildung 10 .1) . Im Verlauf der Kultur sank
aber die Zellzahl im Wirbelschichtreaktor kontinuierlich ab. Im Festbettreaktor blieb die
Zellzahl dagegen konstant . Dies ist dasselbe Ergebnis, das auch SCHRÖDER beobachten
konnte .
Über die Gründe dieses Zellverlusts kann nur spekuliert werden . Die Zellen immobilisie-

ren auch in der Wirbelschicht sehr gut, ähnlich wie es bei tierischen Zelllinien in diesem
Reaktortyp zu beobachten ist . Erst im Verlauf der Kultivierung lösen sich die Zellen lang-
sam von den Trägern ab. Diese Tatsache lässt vermuten, dass die Ursache in der sich im
Laufe der Zeit ausbildenden extrazellulären Matrix zu suchen ist .

In orientierenden Voruntersuchungen zum Scherkräfteeinfluss auf die stromalen Zellen
wurden diese auf Objektträgern immobilisert und definiert laminar überströmt . Es konnte
dabei beobachtet werden, dass sich ab einer gewissen Schubspannung die gesamte Extra-
zellulärmatrix mit den Zellen wie ein Film vom Objektträger ablöste . Ähnliches ltönnte
auch auf den Mikroträgern im Wirbelschichtreaktor geschehen, sobald die sich zunehmend
ausbildende extrazelluläre Matrix Angriffspunkte für die Strömung bietet .

100

E
80 15

0

i=
O

ö 60
s
0
N
d)N 40
N
m
2

.Ä
0 20
i=

0



10.1 . Weniger erfolgreiche Konzepte

ö
Y
wy
C
O.
Co
C
Na
Xw

15

10

5

0

153

-*'Spinner
"Schüttelkolben

0

	

100

	

200

	

300

	

400

10 .1.2 Schüttelkolben

Zeit [h]

Abbildung 10.2 : Vergleich der Zellexpansion der Modellzelllinie KG-1 im Spinner und im Schüt-
telkolben

Schüttelkolben sind ein Standardsystem in der mikrobiellen Fermentationstechnik . Für
die Zellkulturtechnik gilt aber üblicherweise, dass eine Kultivierung von humanen oder
tierischen Zellen in Schüttelkolben nicht möglich ist . Die auftretenden Scherkräfte sind zu
hoch . Daher werden bis auf vereinzelte Ausnahmen [53] Schüttelkolben für Zellkulturen
nicht eingesetzt .

Allerdings ist diese Meinung auch so verfestigt, dass keinerlei Überprüfung stattfindet .
Bei der Kultivierung ganz neuer Zelltypen, wie den hämatopoetischen Zellen, sollte man
aber auf keinen Fall auf eine Prüfung verzichten . Unterstützt wird dies durch KAZANSKY,

der einen Schüttler entwickelte, mit dem er auch Zellen, und explizit Blutzellen, kultivieren

möchte [103] .
Es wurden daher mit der Zelllinie KG-1 Versuche im Schüttelkolben durchgeführt, wozu

handelsübliche 100 mL Erlenmeyer-Kolben mit 10 mL Kulturvolumen zum Einsatz kamen .

Als Referenz diente ein miniaturisierter Spinner mit 10 mL Kulturvolumen und einer Dreh-

zahl von 60 U/min, also den optimierten Bedingungen. Die Schüttelfrequenz des Schüttel-

kolbens betrug ebenfalls 60 U/min.

Der Verlauf der Expansionsrate in Abbildung 10.2 gibt ein eindeutiges Bild . Das Wachs-

tum der Zellen ist im Schüttelkolben deutlich verringert . Die Tatsache, dass sich diese

Entwicklung von Beginn an zeigt, legt nahe, dass es sich nicht um eine Limitierung oder

Inhibierung handelt, sondern auf die erhöhten Scherkräfte zurückzuführen ist . Der volu-

menspezifische Energieeintrag im Schüttelkolben über die Außenwand liegt im Gegensatz

zu dem des Spinners über den Magnetrührstab bei gleicher Drehzahl wesentlich höher . Eine

Kultivierung bei halber Schüttelfrequenz, also verringertem Energieeintrag, brachte keinen

Vorteil . Ein Schüttelkolben ist kein geeignetes Kultursystem für hämatopoetische Zellen .
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Die Kultivierungsstrategie für härnatopoetische Zellen

10 . Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit ist deutlich geworden, dass die Auswahl des richtigen Kultursy-
stems bei der Kultivierung von humanen hämatopoetischen Zellen sowohl nach biologischen
als auch nach ökonomischen Gründen erfolgen muss . Eine wirtschaftliche Betrachtung ist
wegen der hohen Prozesskosten in jedem Fall sinnvoll . Vorrangig ist aber die Biologie .
Erst das Erreichen der biologischen Zielsetzung, zumeist der Erhalt der Zellfunktionalität,
macht eine Lösung anwendbar.

Die Grundentscheidung ist die Frage, ob die Kultivierung in einem immobilisierten oder
suspendierten System stattfinden soll . Bei Zellen, die in vivo in Suspension existieren,
wie die reifen Blutzellen, ist die Wahl einfach, da es weder biologisch, noch wirtschaftlich
sinnvoll ist, solche Zellen zu immobilisieren .

Wachsen die Zellen allerdings in vivo in einem Zellverbund, wie es bei den frühen hä-
matopoetischen Zellen der Fall ist, ist die Entscheidung nicht eindeutig . Die Ergebnisse
dieser Arbeit haben gezeigt, dass die biologischen Gründe, insbesondere das Ausdifferen-
zierungsverhalten der Zellen, für die immobilisierte Kultur sprechen . Die Suspensionskultur
ist zurzeit aber in einer klinischen Anwendung bedeutend einfacher zu etablieren . Zusätz-
lich lassen sich in Suspensionskulturen die notwendigen physikalischen Kulturbedingungen
wesentlich präziser einstellen .

Die Voruntersuchungen in Kapitel 4 auf Seite 53 konnten den wichtigen Einfluss physika-
lischer Parameter für die Suspensionskultur verdeutlichen . Durch die Verweilzeitentkopp-
lung von Medium und Zellen im kontrollierten Suspensionsreaktor ist auch eine genaue
Steuerung der Substrat-Konzentrationen möglich . Eine weitere Entkopplung von nieder-
molekularen Substraten und Zytokinen durch eine gezielte Rückhaltung der Wachstums-
faktoren ist aber nur wenig sinnvoll . Die Zytokine sind sowohl aus biologischen als auch
aus ökonomischen Gründen prozessbestimmend . Gerade die Zytokinkonzentrationen soll-
ten daher sehr flexibel einstellbar sein .

Eine Fütterung bei hämatopoetischen Vorläuferzellen ist, unabhängig von der Kultur-
dauer, erst bei Zelldichten von über 1 - 106 C/mL sinnvoll . Diese Regel kann aber sicherlich bei
genauerem Wissen, vor allem bezüglich der Zerfallsraten der Zytokine, Einschränkungen
erfahren . Beim derzeitigen Stand der Technik kann die Batch-Kultur bei der Kultivie-
rung früher hämatopoetischer Zellen ähnliche Expansionen erreichen wie die perfundierte
Kultur . Der entscheidende Vorteil des neuen Suspensionsreaktors liegt momentan in dem
vorhandenen Potenzial, für den Fall, dass höhere Expansionsraten möglich werden . Der
Reaktor ermöglicht genaue Untersuchungen der Prozessparameter und die unabhängige
Regelung derselben . Der Systemvergleich in Abschnitt 8.1 .2.3 auf Seite 123 hat gezeigt,
dass in den verschiedenen Kultursystemen unter äquivalenten Bedingungen auch äquiva-
lente Zellexpansionen erreicht werden . Das bedeutet insbesondere, dass die Systeme selbst
die Zellen nicht beeinflussen . Besonders bei den gerührten Systemen und dem technisch
komplexeren Suspensionsreaktor wäre das denkbar .
Für die Kultivierung stärker proliferierender Zellen, wie beispielsweise T-Lymphozyten,

ist die perfundierte Kultur im Vorteil . Gerade wenn das Ziel einer Kultur das Erreichen
einer hohen Zelldichte ist, wird die Leistungsfähigkeit der Perfusion erst deutlich . Für
diese Anwendungen erwies sich der neue Suspensionsreaktor als gut funktionsfähiges Kul-
tursystem. In diesen Bereichen scheint die technische Herausforderung der Kultivierung
gelöst . Insbesondere bei den T-Lymphozyten sind die biologischen Aspekte aber noch sehr
problematisch . Erst das Zusammenspiel der biologischen und ingenieurwissenschaftlichen
Lösungen wird hier eine optimale Kultivierung ermöglichen .
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Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen nur einen Anfang dar . Das Arbeitsgebiet der Kultivie-
rung hämatopoetischer Zellen ist so umfangreich, und das Wissen über diese Zellen steigt
so schnell, dass es wohl unmöglich ist, einen Abschluss zu finden . Weiterhin bieten die hier
entwickelten Kultursysteme natürlich auch die Möglichkeit, andere Zelltypen als hämato-
poetische zu kultivieren . Das könnten beispielsweise Keratinozyten oder Hepatozyten sein .
Die Zahl der denkbaren Anwendungen potenziert sich dadurch . Neben diesen allgemeinen
Punkten gibt es aber auch eine Reihe ganz konkreter naheliegender Folgearbeiten in den
Bereichen Konstruktion, Verfahrensoptimierung und klinische Anwendung.

11 .1

	

Konstruktive Weiterentwicklungen und Scale-Up

Bei zwei der vier neuen Kultursysteme ist die konstruktive Entwicklung praktisch ab-
geschlossen . Das ist zum einen der Festbettreaktor, der in dieser Arbeit ausgehend von
einer bestehenden Variante konstruktiv optimiert wurde . Zum anderen beruht der minia-
turisierte Spinner auf einem Konzept, das seit Jahrzehnten in der Zellkultur bewährt ist .
Konstruktive Änderungen sind deshalb nicht notwendig .

Anders stellt sich die Situation bei dem Miniatur-Schlaufenreaktor dar . Während der
prinzipielle Aufbau des Systems keiner Modifikation bedarf, gibt es in der speziellen Aus-
führung Verbesserungspotenzial . Die einzelnen Einsätze, die momentan aus einer Edel-
stahlhalterung und einem eingelegten Edelstahlsieb bestehen, könnten in einem Stück als
Spritzgussbauteil aus Polycarbonat gefertigt werden . Damit wären die Einsätze nicht mehr
autoklavierbar und somit Einwegartikel . Die Gewebekulturplatte sollte dann mit den Ein-
sätzen zusammen, zum Beispiel mit Ethylenoxid, sterilisiert werden . Vorteil einer solchen
Ausführung wäre, dass die Arbeitsschritte des Autoklavierens der Einsätze und des an-
schließenden sterilen Bestückens der Gewebekulturplatte entfielen . Dies würde sowohl eine
Arbeitserleichterung darstellen als auch die Prozesssicherheit bezüglich der Sterilität er-
höhen . Die vollständigen Platten könnten, wie momentan normale Gewebekulturplatten,
als sterile Einwegprodukte direkt verwendet werden . Nachteilig an dieser Lösung ist, dass

für die Produktion des Spritzgussteils ein entsprechendes Werkzeug gefertigt werden muss

und die Sterilisierung von Polycarbonatteilen im normalen Laborbetrieb nicht etabliert
ist . Die beschriebene Weiterentwicklung ist daher wahrscheinlich nur dann sinnvoll, wenn

der Miniatur-Schlaufenreaktor ein kommerzielles Produkt werden soll . Dann allerdings ist

die Ausführung als Einwegartikel wahrscheinlich unabdingbar, da dies Standard in der

Zellkultur und besonders im klinischen Bereich ist . Die allgemeine Akzeptanz von Mehr-

wegartikeln ist gering .
Vor dem Hintergrund einer Kommerzialisierung ist auch der Magnetrührantrieb mit

der durchströmten Zwischenplatte nicht akzeptabel . Die Lösung ist zwar in jedem Fall

funktionsfähig, aber in dieser Form kaum zu vermarkten . Ideal wäre ein Rührantrieb, der

keinerlei Kabel oder Zuleitungen von außerhalb des Brutschrankes benötigt . Das hieße

zunächst, eine batterie- oder akl umulatorbetriebene Ausführung, bei der zusätzlich das

Problem der Wärmeentwicklung gelöst sein müsste . Letzteres kann wahrscheinlich durch

eine geringere Leistungsaufnahme der Magnetspulen erreicht werden . Andernfalls käme ein

Belüftungssystem in Frage, wie es bei Computer-Prozessoren verwendet wird .
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11 . Ausblich
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Abbildung 11.1 : Mögliche Erhöhung der erreichbaren Zellzahl bei Verwendung einer zusätzlichen
Membranbegasung aus Silikonschläuchen

Der kontrollierte Suspensionsreaktor ist konstruktiv ausgereift . Den kritischsten Punkt
stellt die Abdichtung des Filters zur Zellrückhaltung dar . Die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Lösungen sind voll funktionsfähig, erfordern aber einen gewissen Wartungs-
aufwand und ein manuelles Einlegen des Filters . Dadurch entsteht ein gewisses Risiko einer
Undichtigkeit durch fehlerhafte Handhabung . Die Lösung wäre an dieser Stelle ein fest in-
stallierter Filter . Damit wären aber auch die Reinigung und ein eventuelles Austauschen
des Filters stark erschwert . Beides wären deutliche Nachteile, verglichen mit der jetzigen
Situation . Trotzdem dürfte sich ein Vergleich der jetzigen und der fest installierten Lösung
lohnen .

Ebenfalls interessant wäre der Scale-up des Suspensionsreaktors . Ein erster einfacher Pro-
totyp wurde bereits gebaut und erfolgreich getestet . Diese sehr einfache Lösung besteht aus
dem Suspensionsreaktor, wie er in dieser Arbeit vorgestellt und verwendet wurde, bei dem
der Durchmesser des Glasgefäßes auf ganzer Höhe dem maximalen Durchmesser am oberen
Flansch entspricht (eine Zeichnung dazu findet sich in Abschnitt F.2 .1 auf Seite 205) . Ein
solches System hat ein maximales Arbeitsvolumen von 1 L . Das Hauptproblem dieser Lö-
sung ist die Sauerstoffversorgung . Bei gefülltem Reaktor ist die Flüssigkeitsoberfläche bei
beiden Systemvarianten identisch . Schon die normale Ausführung ist bei hohen Zelldichten
sauerstofflimitiert . Der Prototyp wurde deshalb zusätzlich mit einem gewickelten Schlauch
als Membranbegasung ausgestattet, vergleichbar mit dem Begasungsgefäß des Festbett-
reaktors . Durch die zusätzliche Schlauchbegasung lässt sich in einer sauerstofflimitierten
Kultur die maximal erreichbare Zellzahl erheblich steigern . In Abbildung 11 .1 ist diese
mögliche Steigerung in Abhängigkeit von der installierten Schlauchlänge dargestellt . Diese
Abschätzung geht von einem Stoffdurchgangskoeizienten der Schlauchmembran von K
= 3,7 - 10-5 m/h aus, was eine grobe Abschätzung darstellt . Eine genaue Auslegung und
Optimierung der Begasung ist in jedem Fall noch notwendig .
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Abbildung 11.2 : Abschätzung des neuen Filtrationssystems und Vergleich mit dem Spinfilter (Da-
ten aus [16, 57])

Über den Scale-up des Suspensionsreaktors hinaus wäre eine separate Verwendung des
Zellrückhaltesystems in Standard-Reaktoren von großem Interesse . Das Prinzip müsste
dabei erhalten bleiben : Das Medium wird durch den Filter aktiv aus dem Reaktor heraus-
gepumpt, wobei die Filterfläche möglichst dicht an dem Rührorgan platziert sein sollte .

Unter diesen Voraussetzungen war im neuen Suspensionsreaktor nie eine Verblockung des

Filters bei konstant hohen Rückhalteraten beobachtet worden . Für die großen Standard-

Rührkessel müsste der Ablauf mit Filter ein relativ flexibles Modul sein, das sich in das

Baukastenprinzip der Reaktoren einpasst, deren Einbauten meistens sehr frei konfigurier-

bar sind . Eine solche Zellrückhaltung wäre damit eine direkte Konkurrenz zum klassischen

Spinfilter . Abbildung 11 .2 zeigt eine Abschätzung der maximalen Durchflussrate für ver-

schiedene Filterflächen und Reaktorvolumina . Zwei typische Betriebspunkte für Reaktoren

mit Spinfiltern sind ebenfalls dargestellt . Man erkennt deutlich, dass das neue System mit

einer wesentlich geringeren Filterfläche die gleiche Leistung erbringen kann .

11 .2 Verfahrensoptimierung

Wie bereits an entsprechender Stelle erwähnt, sind in der vorliegenden Arbeit nicht die

Kultivierungsparameter hämatopoetischer Zellen optimiert worden . Vielmehr bieten die

entwickelten Kultursysteme die Voraussetzung dafür . In Bezug auf die irrmobilisierte stro-

mahaltige Kultur sei an dieser Stelle nur noch einmal auf die parallel durchgeführte Arbeit

von NANNI JELINEK verwiesen [97] . Bei der Suspensionskultur der Vorläuferzellen bie-

tet sich der neue Reaktor an, um verschiedene Einflussparameter einzeln und unabhängig

voneinander zu untersuchen . Das System ermöglicht die Variation einzelner Faktoren, wie

zum Beispiel dem Sauerstoffgehalt oder die Medienbestandteile ohne andere Parameter zu

verändern . Dadurch könnte man die Einflüsse einzeln und unabhängig voneinander bestim-
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men. Parallel dazu sollten Untersuchungen speziell zu den Zytokinen durchgeführt werden .
Dabei sind sowohl die Zytokin-Zerfallsraten unter Kulturbedingungen als auch die Ver-
brauchsraten und die Einflüsse verschiedener Parameter auf diese von großem Interesse .
Zusätzlich gilt es selbstverständlich, weiter strukturiert, beispielsweise mit dem genetischen
Algorithmus, nach besseren Zytokinkombinationen zu suchen .
Für die Kultivierung der T-Lymphozyten ist die technische Umsetzung keine zentrale

Aufgabe mehr. Es konnte gezeigt werden, dass der neue Suspensionsreaktor allein oder in
Kombination mit einem größeren System sehr gut für eine solche Kultivierung geeignet
ist . Die eigentliche Schwierigkeit liegt in der richtigen, an die Anwendung angepassten
Stimulation der Zellen . Ein Problem, das zunächst im Kleinstmaßstab gelöst werden muss .
Je nach Anwendung ist die Herausforderung, die Zellen richtig zu stimulieren, mit der zu
vergleichen, Stammzellen zu vermehren .

11 .3

	

Klinische Anwendungen

11 . Ausblick

Die Etablierung des neuen Suspensionsreaktors im klinischen Umfeld hat die prinzipielle
Möglichkeit verdeutlicht, auch ein komplexeres Kultursystem in einer medizinischen An-
wendung zu nutzen . In ähnlichen Einsatzgebieten, also der Kultivierung anderer Zelllinien
oder von T-Lymphozyten, kann der Reaktor wohl problemlos benutzt werden .

Die Kultivierung von hämatopoetischen Vorläuferzellen im Suspensionsreaktor ist zwar
prinzipiell denkbar, beim heutigen Stand der Kultivierungen ist aber der miniaturisierte
Spinner in der klinischen Anwendung vorteilhaft . In den vergleichenden Untersuchungen
zeigte sich, dass der Spinner und der Reaktor gleichwertige Ergebnisse liefern . Die Spen-
derzellzahl und die allgemeine Expansion der Zellen sind dabei nicht so groß, dass die
Kapazität des Spinners nicht ausreichen würde, weshalb er problemlos einsetzbar wäre.
Der wichtigste Vorteil des Spinners gegenüber dem Suspensionsreaktor ist die einfachere
Handhabung. Bei gleicher Kultivierungsleistung ist dies das entscheidende Argument für
den Einsatz des Spinners .
Die immobilisierten Systeme werden trotz der überlegenen Ergebnisse keinen einfachen

Zugang zur klinischen Anwendung haben. Die Komplexität des Systems und der Anspruch
an das Bedienungspersonal sind zu groß für einen Routinebetrieb . Eine zusätzliche Pro-
blematik ist die Tatsache, dass die Zellen vor einer Infusion in einen Patienten von den
Mikroträgern gelöst werden müssen . Es ist also mindestens ein zusätzlicher Aufarbeitungs-
schritt notwendig . Darüber hinaus ist zurzeit keine humane stromale Zelllinie verfügbar,
die sich für die Kokultivierung eignet . Das bedeutet, dass man auch bei einer patientenspe-
zifischen Kultivierung auf murine Zellen zurückgreifen müsste . Dies ist für den klinischen
Zulassungsprozess äußerst kritisch . Eine Abtrennung der murinen Zellen ist zwar möglich,
eine Garantie, dass nicht eine einzige murine Zelle in den Patienten gelangt, kann es aber
nie geben .

11 .4 Schlussgedanken

Die vielen neuen Möglichkeiten, die sich durch die modernen Methoden der Biotechnologie
ergeben, wecken auch große Hoffnungen in der Krebstherapie . So einleuchtend diese neuen
Ansätze in der Theorie auch sind, die Erfolge stellen sich nur sehr langsam ein . Beispielswei-
se sind die großen Hoffnungen, durch eine Hochdosis-Chemotherapie die Heilungschancen
beim metastasierenden Mammakarzinom zu verbessern, erst vor kurzem enttäuscht worden
[254] .
Der Glaube, die neuen Methoden brächten den Sieg über die Krebserkrankungen, wird

sicherlich ebenso enttäuscht werden, wie er es schon bei der Einführung der Chemothera-
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pien wurde. Die Fortschritte werden klein sein und immer von einer viel größeren Zahl von
Misserfolgen begleitet werden .
Uotzdem liegen die größten Hoffnungen heute auf den biotechnologischen Methoden .

Die vorliegende Arbeit versucht, einen Beitrag zu diesen Entwicklungen zu leisten . Wenn
die hier erzielten Ergebnisse irgendwann dazu führen würden, dass auch nur einem einzigen
krebskranken Menschen besser geholfen werden konnte, wäre die Arbeit ein Erfolg .
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Zusammenfassung

Die ex vivo Expansion hämatopoetischer Zellen ist eine Schlüsseltechnologie bei vielen
neuen Strategien in der Krebstherapie . Für diese Anwendungen wurde im Rahmen der
vorliegenden Arbeit ein System von Kultivierungstechniken entwickelt . Dieses wurde ver-
fahrenstechnisch charakterisiert, so dass es flexibel, individuell und an die speziellen An-
wendungen angepasst eingesetzt werden kann .

Der Festbettreaktor ermöglicht die Kultivierung hämatopoetischer Zellen in Kokultur
zusammen mit stromalen Zellen und immobilisiert auf porösen Mikroträgern . Das Sys-
tem hat eine ausreichende Größe um klinisch relevante Zellzahlen zu generieren . Dazu
passend wurde der Miniatur-Schlaufenreaktor entwickelt, der im 1 mL Maßstab parallele
Experimente erlaubt und so trotz der geringen Zellzahl in einer einzelnen Spende für den
Festbettreaktor relevante vergleichende Untersuchungen gestattet .

Eine stromafreie Kultivierung in Suspension ermöglicht der neu entwickelte Suspensions-
reaktor . In diesem System ist die kontrollierte Kultivierung der Zellen in einem minima-
len Volumen von 40 mL möglich . Durch eine integrierte Zellrückhaltung mittels Filtration
kann die Kultur auch perfundiert mit Zelldichten von über 1 . 107C/mL betrieben werden .
Der Filter zur Zellrückhaltung ist dabei so dicht über dem Rührer angeordnet, dass es
zu keinen Verblockungen kommt . Der Rührer ist ein ebenfalls neuentwickelter scherarmer
Magnetrührstab, der keine Zellen schädigt . Trotz der schonenden Durchmischung werden
kl a-Werte bis zu 5,41/h erreicht . Das System erlaubt eine sehr hohe Expansion der Zel-
len (mehr als Faktor 1400) in einem einzelnen, geschlossenen Kultursystem . Für parallele
Versuche im kleineren Maßstab wurde auch für die Suspensionskultur ein miniaturisiertes
System entwickelt . Es handelt sich dabei um einen Spinner, der mit einem Kulturvolumen
von 10 mL betrieben werden kann .

Alle Kultursysteme konnten erfolgreich für die Kultivierung hämatopoetischer Progeni-
torzellen eingesetzt werden . Dabei zeigte sich, dass durch die Kokultivierung im Festbettre-
aktor, in dem die in vivo Situation mimikriert wird, eine stabilere Vermehrung des ganzen

hämatopoetischen Systems möglich ist . In Suspension unterliegen die Zellen einer stärke-

ren Ausdifferenzierung . Trotzdem konnten hier im Tierversuch auch nach sieben Tagen

Kultivierung mausrepopulierende Zellen nachgewiesen werden .
Für die Optimierung der Kultivierung hämatopoetischer Vorläuferzellen, besonders in

Suspensionskulturen, konnten wichtige Erkenntnisse gewonnen werden. Ein Einfluss der

Werkstoffe, die für die Konstruktion der Kultursysteme verwendet wurden, konnte nachge-

wiesen werden . Allerdings waren relevante Schädigungen nur bei hämatopoetischen, nicht

bei stromalen Zellen zu beobachten. Die Werkstoffe Glas, Silikon, Viton und Edelstahl er-

scheinen danach problematisch . Es konnte aber auch gezeigt werden, dass die Schädigungen

im technischen System vernachlässigbar klein sind .
Einen deutlichen Effekt hat auch die Osmolalität des Mediums, bei der unterschiedliche

Optima für verschiedene Zellsubpopulationen gefunden wurden . Der Wert, der die Gesamt-

heit der hämatopoetischen Zellen am besten unterstützt, liegt bei 0,31-0,32 osmol/kg,

Eine Fütterung der Suspensionskultur mit Medium und Zytokinen ist erst bei Zelldichten

über 1 . 106 C/mL sinnvoll, üblicherweise also bei Kultivierungen, die länger als sieben Tage

dauern .
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12. Zusammenfassung

Als Modell für hämatopoetische Vorläuferzellen konnte die Zelllinie KG-1 erfolgreich eta-
bliert und kultiviert werden . Sie wurde insbesondere bezüglich ihrer Sensibilität gegenüber
Scherkräften charakterisiert . Darüber hinaus wurden T-Lymphozyten als Beispiel für einen
ausdifferenzierten Zelltyp im neuen Suspensionsreaktor effektiv vorkultiviert, um dann in
einem 20 L-Rührkessel eine klinisch relevante Zahl von 2,9 - 101° Zellen zu generieren . Die
Funktionalität der expandierten Zellen konnte in einem Zytotoxizitäts Assay nachgewiesen
werden .
Mit der Zelllinie NK-92 gelang im neuen Suspensionsreaktor mehr als nur die Generie-

rung der für eine Anwendung notwendigen Zellzahl und dem Nachweis der Funktionalität .
Das Kultursystem konnte darüber hinaus im klinischen Umfeld etabliert und in eine klini-
sche Studie Phase I/II zur Krebstherapie bei Kindern und Jugendlichen eingebracht wer-
den . Die transfundierten Zellen aus dem Suspensionsreaktor wurden von dem behandelten
Patienten gut vertragen und lösten keinerlei Abstoßungsreaktionen aus .
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ANHANG A

Die Modellierung des h5matopoetischen Systems

Die Aufgabe, die Hämatopoese mathematisch zu beschreiben, ist sehr reizvoll . Ein Mo-
dell, das die gesamte Blutbildung oder auch nur relevante Teile davon korrekt beschreibt,
wäre für die Kultivierungstechnik dieser Zellen ein entscheidender Durchbruch . Daher be-
mühte sich schon seit Anfang der 60er Jahre des vorigen Jahrhunderts LAJTHA darum,
entsprechende Modellierungen vorzunehmen [138] . Und auch heute ist dieses Vorhaben
noch aktuell [191, 192] .
Die Grundlage praktisch aller heutigen Modelle ist eine Kompartimentierung, wie sie in

Abbildung A.1 auf der nächsten Seite dargestellt ist. Das hämatopoetische System wird
hier extrem vereinfacht, die lymphoide Reihe üblicherweise völlig vernachlässigt . Meistens
wird auch nur eine einzelne Differenzierungs-Richtung betrachtet, während alle anderen
negiert werden. Die Einflüsse auf die verschiedenen Differenzierungs-Stufen sind ebenfalls
stark simplifiziert. So geht man von einer Rückkopplung zwischen reifen Blutzellen und
Vorläuferzellen sowie Vorläufer- und Stammzellen aus. Den Stammzellen werden zudem
Fähigkeiten zur Autoregulation zugeschrieben. Der hauptsächliche Unterschied zwischen
den verschiedenen Modellen ergibt sich aus der jeweiligen Einteilung der Vorläuferzellen in
verschiedene Zwischenstufen . Beispielsweise wird die Erythropoese von WICHMANN in Pro-
genitoren, proliferierende Blasten, nicht-proliferierende Progenitoren, Retikulozyten und
Erythrozyten eingeteilt [297) . NIELSEN teilt die Erythropoese dagegen in BFU-E, CFU-
E, proliferierende Progenitoren, nicht-proliferierende Progenitoren und Erythrozyten ein
[192). Beide Aufstellungen sind immer noch starke Vereinfachungen der heute bekannten
realen Ausdifferenzierungs-Stufen .
Das Konzept der hämatopoetischen Stammzelle wurde 1924 eingeführt [157] und 1956

auch erstmals im Tierversuch experimentell nachgewiesen [59] . Die prinzipielle Regulie-
rung eines solchen stammzellbasierten Systems ist recht intensiv untersucht worden [138,
264, 280, 242, 186, 298, 70, 204] . Diese Untersuchungen liefen mit der Entwicklung von
Stammzellkonzepten anderer Gewebe parallel [30, 301] . Das Grundkonzept der Stamm-
zelle folgt praktisch bei allen Autoren dem Prinzip der symmetrischen Teilung und ist in
Abbildung A.2 auf der nächsten Seite dargestellt . Man erkennt den regulativen Einfluss
der Vorläuferzellen (E, G) und den autoregulativen Einfluss der Stammzellen (S) auf zwei
Vorgänge . Der eine ist die Selbsterneuerungs-Wahrscheinlichkeit p einer Stammzelle . Die-
ser Wert entscheidet, welcher Anteil an Stammzellen, die sich gerade symmetrisch geteilt
haben, in die Ausdifferenzierung geht . Der andere Mechanismus regelt, welcher Anteil as

der Stammzellen sich im Zellzyklus (S-, G2-, M-, Gl-Phase) befindet und welcher Anteil
1 - as der Zellen in der Go-Phase ruht . Die in Abbildung A.2 auf der nächsten Seite dar-
gestellten Wahrscheinlichkeiten aE und aG, die entscheiden, in welche Richtung eine Zelle
sich ausdifferenziert (aE + aG - 1), gehören nicht mehr zum Stammzellkompartiment,
sondern zu den Vorläuferzellen . Da aber E = E(ceE) bzw. G = G(aG) ist und E bzw. G
direkt über die intramedulläre Rückkopplung auf die Stammzellen wirken, wirken aE und
aG indirekt auch auf die Stammzelle . Insgesamt kann das Wachstum der Zellzahl cstamm

der Stammzellen und deren Veränderung mit der Zeit t ausgedrückt werden als:

dcstamm = (2p(S E

	

(S,E,G)ascstamm
d~

	

>

	

>G
.
) - 1)1-~max
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intramedulläre
Rückkopplung I

A . Die .Modellierung des hämatopoetischen Systems
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Autoregulation der Stammzellen

	

Rückkopplung Blut-Knochenmark

Abbildung A.1 : Modellvorstellung des hämatopoetischen Systems (nach [298])
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Abbildung A.2 : Modellvorstellung der Stammzellen (nach [298])

mit :

	

= maximale Wachstumsrate der Stammzellen [lfs]

Sowohl diese Vorstellung über die Stammzellregulation als auch die über die Regula-
tion des gesamten hämatopoetischen Systems ist entscheidend davon abhängig, dass die
Einflussparameter korrekt gewählt und bestimmt werden können. Dieses ist aber zum heu-
tigen Zeitpunkt noch nicht möglich . Die Einflussparameter sind nur teilweise bekannt, wie
etwa die Auswirkungen der Wachstumsfaktoren oder des Stromas, und bei den bekann-
ten Einflüssen scheitert die Quantifizierung an den ungenauen analytischen Methoden .
So können auch die Einflüsse auf die Stammzellen aus Gleichung (A.1) auf der vorheri-
gen Seite nur durch sehr vage Rückschlüsse festgestellt werden, da die Zellen selbst nicht
detektierbar sind. Aus diesem Grund werden die Modelle üblicherweise an bestimmte Spe-
zialfälle angepasst und sind dementsprechend stark vereinfacht . So betrachtet man ein-
zelne Differenzierungs-Richtungen als singuläres Ereignis (zum Beispiel die Erythropoese
[297, 192], die Granulopoese [289, 241], die Neutropoese [191] und die Thrombopoese [94])
oder behilft sich mit Mausmodellen [81] . Im strengen Sinne reduzieren sich diese Modelle
zu sehr spezialisierten Korrelationen, die nur in einem sehr spezifischen Parameterraum
Gültigkeit besitzen . Daher kann auch wie in der jüngsten Veröffentlichung von NIELSEN
nur zusammengefasst werden, dass der mathematische Rahmen eines Modells der Hämato-
poese zwar entwickelt wurde und einsatzbereit ist, allein die biologischen Kenntnisse heute
nicht dazu ausreichen, ein solches generelles Modell wirklich mit Leben zu erfüllen [192] .



ANHANG B

Herstellernachweis der verwendeten Chemikalien und Geräte

Chemikalien:

Chemikalie

Adenosin
Collagenase Typ IA
D-Glukose
Diethylenetriamine-Pentacetic
PA)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat
Enhancementsolution
Ethanol
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)
Europium-III-Acetat
FACS-Puffer
Ficoll
Geneticin
Gentamicin
Heparin-Natrium
HEPES, Dinatriumsalz
Hygromycin
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kobaltsulfat
Kristallviolett
L-Asparagin-H20
L-Glutamin
L-Serin
Magnesiumchlorid
Natriumazid
Natriumbenzoat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natrium-EDTA
Natriumsulfit, 98%ig
o-Phthaldialdehyd
Penicillin/Streptomycin
Phenolrot
2-Propanol
Schwefelsäure
Theophyllin
Trichloressigsäure

Hersteller

SIGMA, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen

Acid (DT-

	

Fluka Chemie, Deisenhofen

Fluka Chemie, Deisenhofen
Fluka Chemie, Deisenhofen
PerkinElmer Life Sciences, Bad Wildbad
Werner Hofmann, Düsseldorf
Serva, Heidelberg
Aldrich, Deisenhofen
BD PharMingen, Heidelberg
Biochrom, Berlin
Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
B. Braun Melsungen, Melsungen
Biochrom, Berlin
SIGMA, Deisenhofen
Fluka Chemie, Deisenhofen
Fluka Chemie, Deisenhofen
Fluka Chemie, Deisenhofen
Serva, Heidelberg
Fluka Chemie, Deisenhofen
Life Technologies, Karlsruhe
Fluka Chemie, Deisenhofen
SIGMA, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
SIGMA, Deisenhofen
Biochrom, Berlin
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Carl Roth, Karlsruhe
Hewlett-Packard, Waldbronn
Life Technologies, Karlsruhe
SIGMA, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
SIGMA, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
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Chemikalie
Trypanblau
Trypsin
Zitronensäure

Zytokine:

Zytokin
FL
GM-CSF

IL-2, Proleukin
IL-3
IL-6
SCF
TPO

Antikörper:

Antikörper
anti-human-CD3
anti-human-CD3-Cy-Chrome
anti-human-CD4-FITC
anti-human-CD&PE
anti-human-CD28
anti-human-CD34-PE
anti-human-CD45-FITC
anti-maus-IgG 1-Cy-Chrome
anti-maus-IgGl-FITC
anti-maus-IgG l-PE
anti-TGF-,ß
VIA-Probe

B. Herstellernachweis der verwendeten Chemikalien und Geräte

Hersteller
SIGMA, Deisenhofen
Life Technologies, Karlsruhe
SIGMA, Deisenhofen

Hersteller

PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
CellSystems Biotechnologie Vertrieb,
Katharinen
Chiron Behring, Marburg
Forschungszentrum Jülich, Jülich
PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA

Hersteller
Forschungszentrum Jülich, Jülich
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
BD PharMingen, Heidelberg
R&D Systems, Wiesbaden
BD PharMingen, Heidelberg

St .

urg

St .

Zellkulturmedien :

Medium
CellGro SCGM
Iscove's Modified Dulbecco's Medium

Hersteller
CellGenix Technologie Transfer, Frei
Life Technologies, Karlsruhe

(IMDM)
Methylzellulose-Medium, MethoCult GF CellSystems Biotechnologie Vertrieb,
H4434 Katharinen
RPMI 1640 Life Technologies, Karlsruhe
X-Vivo 10 BioWhittaker, Taufkirchen



Seren und Plasma:

Bezeichnung
Bovine Serum Albumin (BSA) Fraction V
Fötales Kälberserum (FCS)
Humanes Quarantäne-Plasma

Pferdeserum (HS)

Hersteller

Werkstoffe der Untersuchungen über den Materialeinfluss :

Werkstoff

Blei, Pb99,94Cu, Werstoffnr . : 2.3035
Edelstahl, X6 CrNiMoTi 17 12 2, Werk-
stoffnr . : 1.4571
Glas, Borofloat Tafelglas
Polydimethylsiloxan (Silikon)
Poly-ether-ether-keton (PEEK), TECA-
PEEI{ GF 30
Polystyrol (PS)
Virginales Polytetrafluorethylen, PTFE
Viton

Geräte :

Gerät

Aminosäure HPLC, Amino Quant 1090
AX
Anschlussstutzen für Wärmebadzuleitung
Autoklav
Begasungsbrutschrank
Deckel für Glasflaschen
Deckeldichtungen für Glasflaschen
Druckluftkompressor
Durchflusszytometer FACSCalibur
Elel troporator, Gen Pulser II System
Einfrierbox für Kryoröhrchen
Einmalsterilfilter
Einsätze für Deckel für Glasflaschen
Filterronden
Finn-Pipetten
Fluorometer, Wallac Victor2
Gewebekulturflaschen
Gewebekulturplatten
Gewebekulturschalen

Life Technologies, Karlsruhe
Life Technologies, Karlsruhe
Blutspendedienst Hessen des DRK, Frank-
furt/Main
Boehringer Mannheim, Mannheim

Hersteller
Röhr + Stolberg, Solingen
Thyssen Schulte, Aachen

Schott Glaswerke, Mainz
Norton MG Silikon, Lindau
Ensinger, Nufrigen

Corning, Asbach
Thyssen Schulte, Aachen
DuPont Dow elastomeres, Bad Homburg

Hersteller

Hewlett Packard, Waldbronn

Schott Glaswerke, Mainz
H+P Labortechnik, Oberschleißheim
Heraeus Instruments, Hanau
Schott Glaswerke, Mainz
Schott Glaswerke, Mainz
JUN-AIR Deutschland, Ahrensburg
Becton Dickinson, Heidelberg
Bio-Rad, München
Nalgene, Wiesbaden
Pall Deutschland, Dreieich
Forschungszentrum Jülich, Jülich
Spörl, Sigmaringendorf
Labsystem, Helsinki, Finnland
PerkinElmer Life Sciences, Bad Wildbad
Greiner, Solingen
Falcon, Heidelberg
Corning, Asbach
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Gerät

Glasflaschen
Glukose Analysator, Ebio Compact
Glutamin/Glutamat Analysator
Inversmikroskop
Kabelbinder
Kryoröhrchen
Kühl- und Gefrierschränke
Kühlzentrifuge, GPKR
Kultur-Beutel

Kulturschalen für MC-Assays
Laborzentrifuge, Typ 302
Laktat Analysator
Laminar-Flow Werkbank

Leitfdhigkeitsmessverstdrker, LF537

Leitfähigkeitsmesszelle,
LTA100 (K=11/cm)
Luftfilter
Magnetic Cell Separator, VarioMACS
Magnetrührantrieb mit einer Rührstelle
Magnetrührantrieb mit zwölf Rührstellen
Magnetrührstäbe
Massendurchflussventile (02 ) C02, Luft)
Mediensterilfilter
Mehrkanalpipetten
Mikrotiterplatten
Mikroträger aus Glas
Mikroträger aus Kollagen
Neubauer-Zählkammer, Hämozytometer
Osmometer, Osmomat 0 30
Partikelzählgerät, CASY1
Pasteurpipetten
pH-Einstabmesskette
pH-Verbindungskabel
pH-Verstärker
Phasenkontrastmikroskop
Pipettenspitzen

P02-Elektrode
P02-Verbindungskabel
P02-Verstärker
Pumpenschläuche, Marprene
Reaktionsgefäße
Reaktordeckel
Reaktorgefäß
Reinstwasseranlagen, RO-80 und Milli-Q

B. Herstellernachweis der verwendeten Chemikalien und Geräte

Hersteller

Schott Glaswerke, Mainz
Eppendorf, Hamburg
YSI, Yellow Springs, OH, USA
Nikon, Düsseldorf
Carl Roth, Karlsruhe
Nunc, Wiesbaden
Liebherr, Düren
Beckmann Instruments, München
American Fluoroseal Corporation,
Gaithersburg, MD, USA
Greiner, Solingen
Sigma Laborzentrifugen, Osterode/Harz
YSI, Yellow Springs, OH, USA
BDK Luft- und Reinraumtechnik,
Sonnenbühl-Genkingen
WTW Wissenschaftlich-Technische Werk-
stätten, Weilheim
WTW Wissenschaftlich-Technische Werk-
stätten, Weilheim
Pall Deutschland, Dreieich
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
IKA-Werke, Staufen
H+P Labortechnik, Oberschleißheim
neoLab Migge, Heidelberg
Brooks Instrument, Veenendaal, NL
Sartorius, Göttingen
Biohit Deutschland, Köln
Nunc, Wiesbaden
Schott Glaswerke, Mainz
Cellex Bioscience, Minneapolis, MN, USA
Brand, Wertheim
Gonotec, Berlin
Schärfe System, Reutlingen
Brand, Wertheim
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Nikon, Düsseldorf
Greiner, Solingen und Eppendorf, Ham-
burg
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Watson-Marlow, Rommerskirchen
Eppendorf, Hamburg
Forschungszentrum Jülich, Jülich
Forschungszentrum ,Jülich, Jülich
Millipore, Eschborn



Gerät
Rührkessel (20 L)
Rundbodenröhrchen
Schlauchpumpen
Schlauchverbinder
Schnellkupplungen für W5xmebadzulei-
tung
Schweißbarer Schlauch
Silikonschlauch
Spinner
Steuereinheit für Massendurchflussventile
Stickstofftank
Teflonschlauch
Tischzentrifuge, Biofuge B
Trockenschrank
Videokamera, DXC-950P
Videokamera Adapter, CMA-D2
Viskosimeter, VT550
Wärmebäder
Wasserbeständiger Sterilfilter
Wirbelschichtreaktor
Zentrifugenröhrchen

Sonstiges :

Bezeichnung

Hersteller
Applikon Biotek, Knüllwald
BD PhaxMingen, Heidelberg
Watson-Marlow, Rommerskirchen
Carl Roth, Karlsruhe
Walther, Wuppertal

Baxter Deutschland, München
BIW Isolierstoffe, Ennepetal
Techne, Cambridge, GB
Brooks Instrument, Veenendaal, NL
Messer Griesheim, Krefeld
Bohlender, Lauda
Heraeus Instruments, Hanau
Heraeus Instruments, Hanau
Sony Deutschland, Köln
Sony Deutschland, Köln
HAAKE, Karlsruhe
Lauda Dr. R . Wobser, Lauda
Sartorius, Göttingen
Forschungszentrum Jülich, Jülich
Greiner, Solingen

Hersteller

MACS-CD34 Progenitor Cell Isolation Kit

	

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

MACS-Trennsäulen (RS+/VS+)

	

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

IL-2 ELISA Kit

	

R&D Systems, Wiesbaden





Phosphate-Buffered Saline (PBS) :

In Reinstwasser gelöst :
" 8,0 g/L NaCl
" 0,9179/L Na2HP04
" 0,29/L KH2PO4
" 0,29/L KCl

Der pH-Wert wird auf 7,2-7,3 eingestellt .

Puffer für die Glukose-, Glutamin- und Glutamat-Analysatoren :

In Reinstwasser gelöst :
" 5,1 g/L NaCl
0 5,0 9/L Na2HP04
" 1,0 g/L NaH2PO4
" 0,3 g/L Na-Benzoat
" 0,5 g/L Na2-EDTA
" 50 mg/L Gentamicin

" 0,1 MOl/L Zitronensäure
o 21 mg/L Kristallviolett

ANHANG C

Zusammensetzung der verwendeten Lösungen

Der pH-Wert wird auf 7,3 eingestellt, die Osmolalität auf 0,27 osmol/kg,

Kristallviolettlösung :

In Reinstwasser werden gelöst :

Markierungspuffer für den zytotoxizitäts Assay:

In Reinstwasser werden gelöst :

" 50 MMOl/L HEPES
0 93 MMOl/L NaCl
4, 5 MMOl/L KCl

2 MMOl/L MgCl
" 10 mmol/L DTPA

2 mmol/L Europium-III-Acetat

Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt .

Natriumsulfitlösung :

In Reinstwasser werden gelöst :

" 12 9/L Na2HP04
. 12 g/L NaH2PO4
o 0 ,5 MOl/L Na2SO3
41 1 AMOl/L COS04

Der pH-Wert wird mit 30% Schwefelsäure auf 8,0 eingestellt .



ANHANG D

Zytotoxizit5ts Assay:

Protokolle der verwendeten Methoden

Zellzahlbestimmung auf Mikroträgern mit Kristallviolett:
" 15 mL-Zentrifugenröhrchen auswiegen und Leergewicht notieren .
" Mindestens 0,5mL bewachsene Kollagenträger in das Zentrifugenröhrchen illacr°fillr

ren.
" Überstand entfernen.
" Mit 1-2mL Kristallviolettlösung versetzen und schütteln .
" Für mindestens 24h bei 37 °C im Brutschrank inkubieren .
" Zellsuspension mischen und Zellzahl mit einem Härnozytoinete~r lrc~st;irrrrrra~m .
" Überstand absaugen und Mikroträger gründlich mit Reiustwassor waschear .
" Mikroträger für 48h bei 70 °C trocknen .
" Zentrifugenröhrchen mit den Mikroträgern auswiegen.
" Mit dem Leergewicht vom Beginn ergibt sich das Trocl errgewicht, rauf (1:r4; dis+ 1»-
stimmte Zellzahl bezogen wird .

Zellzahlbestimmung auf Mikroträgern durch Trägerlyse :

" 15 mL-Zentrifugenröhrchen auswiegen und Leergewicht notieren .
" Mindestens 0,5 mL bewachsene Kollagenträger in das Zentrifugerrrölrrchcn iil)r,r°fillr-

ren.
" Überstand entfernen .
" Träger mit 10 mL PBS waschen.
" Träger ein zweites Mal mit 5mL PBS waschen.
" Waschlösungen jeweils auffangen und in einem gesondertem Zc~rrtri4irgcszrr'ülrr°c~lu~rr ver-

einen .
" Inkubation der Träger mit 1 mL Kollagenase unter gelegentlichem, leichtc3rrr S(~lrwc,rrs

ken bei 37 °C im Wasserbad oder Brutschrank.
" Nach völliger Auflösung der Träger den Prozess mit 5niL PBS/EDTA rrh;atr~lrhc~rr .

" Sämtliche Flüssigkeit aus dem Zentrifugenröhrchen entfernen (die Ecldr~tarblkrrt ~~lra

verbleiben am Boden) .
" Edelstahlkugeln nochmals mit 5mL PBS/EDTA waschen 11114-1

für 10 min bei 400 x g abzentrifugieren .
" Das Pellet in 1 mL Medium aufnehmen und Zellzahl bestirnrrrc~rr .

" Verbliebene Edelstahlträger für 24h bei 70 °C" trocknem irtA f~ewicht rir°rrrittcFlrr .

" Zentrifugenröhrchen mit Medium (RPMI 1640 - 5'/(� FCS) vr~rlrc}rr rtc~ra . I'To Arr-,itz

(pro Zielzelle) : 1 x50mL Zentrifugenröhrchen, 4r15 raL Z~.rrtriliryrfrrr ~ lrr .lrc ;rr,

" Zellen mit kaltem Medium waschen.
" 5106 Zellen in 800 liL Markierungspuffer aufnehmen rrmd irr

Überführen.
" 6min auf Eis lagern .
" Elektroporation : 250V, 960pF, 2009
0 10 min aufEis lagern .
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" Zellen mit einer Pasteurpipette in ein 50 mL Zentrifugenröhrchen überführen.
" 5x waschen : Zentrifugation bei 300xg, 10min, 15-20 °C. Pellet jeweils recht trocken

legen.
" Zellen auf 1 - 105 C/mL (bei 1 .104 Zielzellen), beziehungsweise s - 104 0/mL (bei 5 - 103

Zielzellen) einstellen .
" In einer Mikrotiterplatte mit Rundboden werden vorbereitet :

- Medienprobe für die Backgroundmessung (1 :1 mit Medium verdünnen) .
- Für die Spontan-Freisetzung : 100 pL Zielzellen (1 . 104 oder 5 - 103 ) + 100,gL
Medium .

- Für die Maximum-Freisetzung : 100 ML Zielzellen + 100 ML Reinst-Ethanol .
- Zusätzlich verschiedene Effektor/Targetzell-Vehältnisse zwischen 1 :2 und 1 :100

einstellen .
" 2-4h inkubieren .
" Für die Messung : In jede Vertiefung einer Flachboden-Mikrotiterplatte 200 pL En-
hancementsolution vorlegen .

" Die Rundboden-Mikrotiterplatte für 5 min bei 500 x g zentrifugieren .
" 20 ML Kulturüberstand in Flachboden-Mikrotiterplatte überführen und 10-15 min

schütteln .
" Im Fluorometer messen .

CAFC- und LTC-IC-Assay :

D. Protokolle der verwendeten Methoden

" In die Vertiefungen einer Gewebekulturplatte mit 96 Vertiefungen jeweils 6 . 103 mit
80 Gy bestrahlte Zellen der Zelllinien M2-10B4mod und Sl/SL in 100 ML Medium
(IMDM + 12,5% FCS + 12,5 % HS + 1 % Penicillin/Streptomycin) zugeben .

" Die Platte für 24 h im Brutschrank inkubieren .
" Im Zehnfach-Ansatz 6 verschiedene Verdünnungsstufen der hämatopoetischen Zellen

einsetzen : Die Verdünnungen folgen der Formel c = b - 3'-1 , mit der Zellzahl c, der
Basis-Zahl und der Nummer des Verdünnungsschrittes n . Die Basis-Zahl beträgt bei
einer Zellprobe vom Tag des Inokulums 1, nach vier bis sieben Tagen Kultur 5 und
danach 10.

" Die Zellen jeweils in 100 ML Medium zugeben .
" Die Platte 6 Wochen im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2) inkubieren.
" Einmal pro Woche die Hälfte des Mediums austauschen .
" Für den CAFC-Assay die Vertiefungen unter dem Invertmikroskop auszählen .
" Für den LTC-IC-Assay die Platte zentrifugieren (15 min, 300 x g) und das Medium

entfernen .
" Jede Vertiefung mit 100 ML Methylzellulose-Mediumüberschichten .
" Die Platte 2 Wochen im Brutschrank (37 °C, 5 % CO2) inkubieren .
" Die Vertiefungen unter dem Invertmikroskop auszählen .

Durchflusszytometrische Messung :

" In zwei Rundbodenröhrchen jeweils zwischen 1 . 104 und 1 . 106 Zellen in 100 ML
vorlegen .

" In ein Rundbodenröhrchen jeweils 5 ML der Antikörper gegen die zu messenden An-
tigene zugeben . Es müssen immer mindestens zwei Antigene gemessen werden, deren
Antikörper unterschiedlich markiert sein müssen .

" Als Negativkontrolle in das andere Rundbodenröhrchen 5 ML anti-maus-Igel-FITC
und 5 ML anti-maus-IgGI-PE zugeben .

" 30 min bei 4 °C inkubieren.
0 Zweimal mit 1 ml PBS waschen .



" Pellet in 100 ML PBS resuspendieren .
. Bei einer Vitalitätsbestimmung 5 ML VIAProbe zugeben und 5 min bei Raumtempe-

ratur im Dunkeln inkubieren .
" Die Probe muss am selben Tag im Durchflusszytometer gemessen werden .

Berechnungen zur Sauerstoffeintragsmessung mit der Sulfit-Methode :
Nach dem Befüllen eines Miniatur-Schlaufenreaktors mit frisch angesetzter Natriumsul-

fitlösung wird die Abdeckplatte mit der eingebauten Sauerstoffelektrode aufgesetzt . Die
Messung erfolgt sofort und dauert etwa 15 min . In dieser Zeit misst man einen exponenti-
ellen Abfall des Sauerstoffpartialdrucks in der Gasphase . Man erhält eine Kurve der Form:

mit : k' = Koeffizient [1/s]

t = Zeit

	

[s]

f (t) = exp(-k't)

	

(D.1)

Mit dem gemessenen Koeffizienten k' kann der OTR berechnet werden. Die theoretische
Überlegung geht davon aus, dass sich die Gasphase ideal verhält . Es gilt also die ideale
Gasgleichung :

poz,9 Vs = n Roz T

	

(D.2)

mit : Poz,s= Sauerstoffpartialdruck in der Gasphase

	

[bar]
Vg

	

= Gasvolumen

	

[L]
n

	

= Gasmenge

	

[mol]
Roe = molspezifische Gaskonstante für Sauerstoff [barL/mo1K]

T

	

= Temperatur

	

[K]

Die zeitliche Änderung des Sauerstoffpartialdrucks durch den Sauerstoffeintrag in die

Flüssigphase erhält man durch die Differenzierung nach der Zeit :

dP02,s

	

dn RT
dt

	

dt Vy

Die zeitliche Änderung der Gasmenge n entspricht aber gerade dem absoluten Sauer-

stoffeintrag in die Flüssigphase, also dem Term OTR Vl . Damit ergibt sich aus der Glei-

chung (D.3) :
d

	

° 9 = OTRV Vs

mit : OTR = volumenbezogener Sauerstoffeintrag [cool/LS]

V

	

= Flüssigkeitsvolumen

	

[L]

Aus Gleichung (2.14) auf Seite 30 ist der OTR bekannt, wobei der flüssigkeitsseitige

Sauerstoffpartialdruck gleich Null ist . Daraus folgt :

402,s = klaa
P0219(t)

V9

mit : kl = flüssigkeitsseitiger Stoffübergangskoeffizient [m/s] 3

H =Henrykoeffizient

	

[Pan /kg]
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(D.3)

(D.4)

(D .5)
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po2,s(t) =
=

	

exp

	

kl a RTV t
po2,s(t 0)

	

H Vg

OTR =
k' RTV po"s(t =0)

D. Protokolle der verwendeten Methoden

Diese Differentialgleichung kann durch die Trennung der Variablen gelöst werden :

Der Vergleich dieser Gleichung mit Gleichung (D .1) auf der vorherigen Seite ergibt :

(D.6)

~, _ k1a RTV
H

	

Vq

	

(D.7)

Diese Beziehung in Gleichung (2.14) auf Seite 30 eingesetzt ergibt einen Ausdruck für
den gemessenen OTR:

(D.8)

Es sind die Gaskonstante Rot = 0,08314 bar L/molK und der Sauerstoffpartialdruck der
Gasphase zu Beginn des Experiments po2,s(t = 0) = 0,2095 bar bekannt . Damit ergibt sich
die endgültige Formel für den gemessenen OTR:

OTR = 9071,45 k' TV

	

(D.9)

Die Temperatur ist dabei in [K] einzusetzen, der Koeffizient k' in [1/s] . Der OTR ergibt
sich daraus in [rnol/Lh] .



Source-Code des Programms für die automatische Bildanalyse

Private Sub Commandl-Click()

'Akkustisches Signal

For k = 1 To 40

Beep

Next k

ANHANG E

SmallRoom-Sotaare presents . . .

AutoCap II - The Comeback

Startnummer Endnummer

Los geht's . . .

Abbildung E .1 : Dialogfenster des Programms, mit Feldern für die Start- und Endnummer der

Videobilder und der Schaltfläche zum Starten der Programmroutine

'Das Programm wurde in Microsoft Visual Basic 4.0 geschrieben . Es

'benötigt ein geöffnetes Programm Video Capture Version 5.02

'(Ulead 'Systems, Inc .) mit der geöffneten AVI-Datei, deren Name

l"test .avi" sein muss . Weiterhin muss das Programm ScionImage

'geöffnet sein .

'Programmroutine nach dem Drücken der Starttaste .

'Aufruf des Video Capture Programmes

AppActivate "Video Capture - test .avi"

'Speichern der Einzelbilder im TIF-Format

For i = Textl .Text To Text2 .Text

SendKeys "{F8}", True

j = i + 10000
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E. Source-Code des Programms für die automatische Bildanalyse

Next i

End Sub

SendKeys j & " .tif", True
SendKeys "{Enter}", True

For k = 1 To 2000000
Next k

SendKeys "{Right}", True
Next i

'Akkustisches Signal und kurze Pause
For k = 1 To 40

Beep
Next k
For k = 1 To 2000000
Next k

'Einlesen and Auswerten der Einzelbilder in ScionImage
For i = Textl .Text To Text2 .Text

AppActivate "Scion Image"
SendKeys "7,F", True
SendKeys "I", True
j = i + 10000
SendKeys j & " .tif", True
SendKeys "{ENTER}", True

For k = 1 To 500000
Next k

SendKeys ">", True
For k = 1 To 200000
Next k

SendKeys ""1", True
For k = 1 To 500000
Next k

SendKeys "w", True
SendKeys "n", True

For k = 1 To 200000
Next k

'Akkustisches Signal
Fork =1To40

Beep
Next k



ANHANG F

Konstruktionszeichnungen der Kultursysteme

F .1

	

Immobilisierte Systeme

F .1.1

	

Der Festbettreaktor

Abbildung F.1 : Kultivierungsraum des Festbettreaktors (Werkstoff: Glas)

Abbildung F.2 : Unterer Flansch des Festbettreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi 17 12 2, Werk-

stoffnr . : 1.4571)
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Rohr 6xl

F. Konstruktionszeichnungen der Kultursysteme

Abbildung F.3 : Einsatz des Begasungsgefäßes des Festbettreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi 1712 2, Werkstoffnr. : 1 .4571)



F.1 . Immobilisierte Systeme
203

Abbildung F.4 : Volumenverringerte Elektrodenhalterung des Festbettreaktors (Werkstoff: X6 Cr-

NiMoTi 17 12 2, Werkstoffnr. : 1 .4571)
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F .1.2

	

Der Miniatur-Schlaufenreaktor

F. Konstruktionszeichnungen der Kultursysteme

aus Rohr 20x1

Abbildung F .5 : Einsatz des Miniatur-Schlaufenreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi 17 12 2, Werk-
stoffnr . : 1.4571)

Abbildung F.6 : Zwischenplatte des Miniatur-Schlaufenreaktors (Werkstoff: Glas)



F.2 . Suspensionssysteme

F.2 Suspensionssysteme

F.2.1

	

Der kontrollierte Suspensionsreaktor

A-A
--O~ flexibler Edelstahlschlauch

(Swagelok 321-6-X-6B2)

Rohr 41, 52 lang

Rohr 41, 192 lang

Rohr 41, 178 lang

205

Abbildung F .7 : Zusammenstellungszeichnung des Deckels des kontrollierten Suspensionsreaktors
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A-A

-1000

F. Konstruktionszeichnungen der Kultursysteme

Abbildung F .8 : Deckelplatte des kontrollierten Suspensionsreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi 1712 2, Werkstoffnr . : 1.4571)



F.2. Suspensionssysteme

Rand (rostfrei)
Dicke: max. 1 mm

sch 301-1

sch 301-2

sch 301-3
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Abbildung F.9 : Reaktorablauf des kontrollierten Suspensionsreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi
17 12 2, Werkstoffnn : 1 .4571)

Edeistahldrahtgewebe "rostfrei"
Gewebe- Nr. 325 x 2300mesh
Köpertresse

Abbildung F .10: Zellrückhaltefilter des kontrollierten Suspensionsreaktors (Werkstoff: Hastelloy)
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Flansch Innendurchmesser 100 mit O-Ring Nut

Anschluß G125

F. Konstruktionszeichnungen der Kultursysteme

Anschlüsse Gl14

Abbildung F.11 : Reaktorgefäß des kontrollierten Suspensionsreaktors (Werkstoff: Glas)



F.2 . Suspensionssysteme

F.2 .2

	

Der miniaturisierte Spinner

Boden plan

Abbildung F.12: Reaktorgefäß des miniaturisierten Spinners (Werkstoff: Glas)

GI 45

Abbildung F.13 : Rührerwelle des miniaturisierten Spinners (Werkstoff: virginales PTFE)
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ANHANG G

Die Herleitung der Sauerstoffbilanz-Gleichung für den
Festbettreaktor

Es gelten die Beziehungen für die Membranbegasung aus Abschnitt 2.6.3 auf Seite 29 . Aus
Gleichung (2.18) auf Seite 32 erhält man eine Gleichung für den Partialdruck am Ausgang
der Membran:

KA )
p1,A = Pg - exp

	

-
V

	

(pg

Setzt man diese Beziehung erneut in Gleichung (2.18) auf Seite 32 ein,

m=

Darüber hinaus gelten die Beziehungen:

KA (pq - exp (- IiA) (1'9 - P1,E)) -P1,E_
H

In ps-pt.E

ps-(ps-exp (- I
A
) (ps-pl,E))

p1,E
- 110

0,209 (pu -PD)

Pg = xs (PU - PD)

mit: xg = Sauerstoffanteil in der Gasphase

	

[-]
pu = Umgebungsdruck_

	

[Pa]

PD = Wasserdampfdruck_

	

[Pa]

pi = gemessener Sauerstoffpartialdruck [% Luftsättigung]
(der Faktor 0,209 entspricht dem Sauerstoffanteil in Luft)

Diese beiden Gleichungen können nun in Gleichung (G.2) eingesetzt werden und man

erhält :

KA (pu - PD) (x9 - exp
(_4,4) (xy - _öop

L
))_

m- H 0,209p,

In

	

s
JCA)

_oao9 pi

(
xq -(xs_exp (-v ~xs

	

~i00

	

)~

ergibt sich :

_ 0,209 p1
100

(G .2)

(G .3)

(G.4)

(G.5)

Zusammen mit Gleichung (2 .15) auf Seite 31, Gleichung (2.16) auf Seite 31 und Glei-

chung (2 .17) auf Seite 31, mit denen man einen Ausdruck für den Stoffdurchgangskoefhzi-

enten K bilden kann, ergibt sich daraus :
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G. Die Herleitung der Sauerstoffbilanz-Gleichung für den Festbettreaktor

und in vereinfachter Schreibweise :

riz = V(PU - PD)

	

1 - exp
H

xy - exp

rim = A (pu - PD)

Hdi 1 + C_ (di)
2

(

ShD

	

2PH

In

2AShDPH
-

	

(x9 - 2,09 ~ 10-3 P*)
Vdi (2PH+ShDIn (d))

(G .7)
Die Geometriedaten des Reaktors sind bekannt . Für die Stoffwerte können näherungsweise
die Werte von Wasser bei 37 °C angenommen werden (vergleiche [17]). Damit ergeben sich
folgende Werte:

Eingesetzt erhält man damit die Gleichung :

A

di (ShD+ 2PH

o,20~J p~
xs - i00

(x9 - 0,209p,*
100 )

0,209,x*
xg-exp

_

	

A ,(d

	

(x9-

	

100)ln
V di

(
=+

0,209 pL
100

7n = 0,03156L V

	

1 - ex

	

_

	

1,62 ' 10- 10 m3 Sh
m3

	

p

	

V (229300 + 2981 Sh)

	

(xs - 2,09 - 10- Pl)

	

(G.8)

Bezeichnung: Wert : Quelle :
äußerer Membrandurchmesser da 0,005m -
innerer Membrandurchmesser di 0,004m -
Membranlänge L 0,2m -
kinematische Viskosität v 0,70205 -10-6 m2/s [205, 224]Umgebungsdruck pu 105 Pa Annahme eines mittleren WertesWasserdampfdruck PD bei 37 *C 6 275 Pa [205]
Henry-Koeffizient H 2,97 .106 Pam 3/kg [205]
Diffusions-Koeffizient D 3,34 .10-9 m2/s [10]
Permeabilität P 9,65 " 10-15 kg/Paros [20]
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H. Studienprotokoll der klinischen Studie bei Findern und Jugendlichen

Protokoll-Synopsis

Titel :

	

Klinische Studie (Phase I,II) zur Untersuchung der Verträglichkeit und
Effizienz einer Behandlung von Kindern und Jugendlichen mit fortge-
schrittenen Krebserkrankungen mit der immortalisierten Natürlichen
Killer Zell-Linie NK-92.

Ziel :

	

Die Studie der Phase I/II soll die Verträglichkeit einer intravenösen In-
fusion von bestrahlten, höchst zytotoxischen NK-92 Zellen bei Krebspa-
tienten untersuchen . Darüber hinaus soll untersucht werden, ob die ver
abreichte Dosis bestrahlter NK-92 Zellen zu einer Regression des Tumors
führt .

Indikationen :

	

Maligne Erkrankungen von Kindern und Jugendlichen, wie z . B . :
Akute lymphatische Leukämie
Chronische myeloische Leukämie
Non-Hodgkin Lymphom
Hodgkin Lymphom
kindliche Sarkome
Neuroblastom
Hirntumore
bei denen es zu einem Rückfall nach autologer oder allogener Stammzell-
transplantation gekommen ist oder herkömmliche Behandlungsformen
versagt haben, so daß nur durch experimentelle Ansätze eine Aussicht
auf Heilung besteht .

Alter:

	

Es ist keine Altersbeschränkung vorgesehen

Behandlung:

	

Es handelt sich um eine offene, einarmige klinische Studie der Phase
I/II, die zum Ziel hat die Nebenwirkungen und die Effizienz einer In-
fusion von bestrahlten NK-92 Zellen bei Patienten mit fortgeschrittener
Krebserkrankung zu ermitteln . Die 1 . Phase der Studie dient der Fin-
dung einer Patienten-verträglichen Zelldosis . Sollte die erste Infusion mit
NK-92 Zellen vom Patienten gut toleriert werden, ist geplant, eine zweite
Infusion mit der gleichen Zelldosis zwei Tage nach der ersten Infusion zu
verabreichen . Gemäß dem Studienprotokoll der Phase I sollen je drei Pa-
tienten mit 109 , 3 . 109 oder 5 . 109 NK-92 Zellen pro m2 Körperoberfläche
behandelt werden .
Die Dosis NK-92 Zellen, die nach dieser Phase I Studie als verträglich
eingestuft werden kann, wird in der Phase II Studie Anwendung finden,
für die initial 17 Patienten vorgesehen sind . Wie bereits erwähnt, werden
die NK-92 Zellen vor Infusion bestrahlt, um eine Proliferation der Zellen
in vivo zu vermeiden .
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1 .1 Charakteristika von Natürlichen Killer Zellen und ihre klinische Anwen-
dung

Natürliche Killer (NK) Zellen treten im peripheren Blutkreislauf auf und machen etwa
1 % aller zirkulierender Lymphozyten aus . NK-Zellen können entartete oder viral infizierte
Zellen ohne vorherige Sensibilisierung, wie es etwa für die zytotoxische Aktivität von T-
Zellen Bedingung ist, erkennen und abtöten . Einige Zielzellen sind durch Expression von
humanen Leukozyten Antigenen (HLA) der Klasse I in der Lage, die zytolytische Aktivität
von NK-Zellen zu vermindern und so einer Zytolyse durch NK-Zellen zu entkommen . Eine
verminderte Expression von HLA Klasse I Molekülen auf Zielzellen, deren Inhibition oder
Blockierung, können im Gegensatz dazu die NK-Aktivität steigern(1) .

Natürliche Killer Zellen können durch Zytokine stimuliert werden, und so zu sogenann-
ten Lymphokin aktivierten Killer-Zellen (LAK) werden, welche im Vergleich zu nicht akti-
vierten NK-Zellen ein breites Spektrum maligner Zielzellen abtöten können . Interleukin-2
(IL-2) ist das am besten charakterisierte Zytokin in Bezug auf eine Generierung und Akti-
vierung von LAK-Zellen . Aber auch andere Zytokine wie zum Beispiel Interleukin-12 und
Interleukin-15 können diese Funktion erfüllen. Eine Therapie mit ex vivo aktivierten und
expandierten NK-Zellen fand bereits bei Patienten mit verschiedensten fortgeschrittenen
Tumoren Anwendung und hat bei Patienten mit malignem Melanom, Nierenzellkarzinom
sowie Leukämien gewisse Erfolge erzielt (2,3) . Obwohl diese Behandlung einigen Patien-
ten Vorteile verschaffte, ist sie doch sehr kosten- und arbeitsintensiv und ist insbeson-
dere durch die Nebenwirkungen der hohen, systemischen Interleukin-2 Dosen nur unter
Intensivtherapie-Bedingungen durchführbar .

Higucchi und Kollegen aus Seattle sammelten periphere Blutlymphozyten (PBL's) durch

Leukapherese bei Patienten mit AML nach Hochdosis-Chemotherapie und autologer Kno-

chenmarktransplantation, um diese wiederholt zur Behandlung der Patienten einzusetzen

(4) . Die Zellen wurden ex vivo expandiert und durch Kultivierung in IL-2-haltigem Medi-

um aktiviert, bevor sie den Patienten verabreicht wurden . Diese Untersuchungen wurden

im Rahmen einer Phase I/II Studie durchgeführt . Die erzielten Ergebnisse sind mit einem

60 %-igen rückfallfreien Überleben bemerkenswert und weisen darauf hin, daß eine Behand-

lung mit LAK-Zellen durchaus zu einem anti-leukämischen Effekt führen kann . Nachteile

liegen bei der hier praktizierten Behandlungsweise in einem hohen Thrombozytenverlust

während der Leukapheresen und in den Nebenwirkungen der zusätzlich applizierten IL-2

Dosen . Die hohen, systemischen IL-2 Dosen verursachten bei den Patienten ernstzuneh-

mende Nebenwirkungen .
Um zu untersuchen, ob es zu Nebenwirkungen kommt, wenn man LAK-Zellen Patienten

nach Hoch-Dosis Chemotherapie und autologer Stammzelltransplantation transfundiert,

hat eine Gruppe aus Pittsburg 6 Patienten mit autologen, vorher kryokonservierten LAK-

Zellen behandelt und keine Beeinträchtigung des Engraftment oder andere signifikante

Nebenwirkungen festgestellt (5) .

1.2 Behandlungsmöglichkeiten von Patienten mit therapierefraktärer maligner

Erkrankung und/oder Rückfall nach Stammzelltransplantation

Die Behandlung von Krebspatienten, welche auf konventionelle Chemo- und Radiothe-

rapie nicht ansprechen und unter einem progressiven Krankheitsverlauf leiden, ist zur Zeit

auf experimentelle Ansätze beschränkt . Patienten, die nach einer Hoch-Dosis Chemothera-

pie und unterstützender Radiotherapie mit allogenem oder autologem Stammzellsupport

einen Rückfall erleiden, haben generell eine schlechte Prognose .
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Die Immuntherapie durch Verabreichung von Interleukinen, Tumorantigen-präsentierenden
dendritischen Zellen oder zytotoxischen T- und NK-Zellen findet zunehmend Berücksichti-
gung . Die Anwendung dieser Therapieformen hat den Vorteil, daß sie andere Behandlungs-
methoden, wie die Hochdosis-Chemotherapie, nicht ausschließen .

Zur Gewinnung von LAK-Zellen muß der Patient nach bisherigen Protokollen einige
Tage systemisch mit IL-2 behandelt werden und sich anschließend einer Leukapherese un-
terziehen . Die NK-Zellen können so in der Fraktion der mononukleären Zellen gewonnen
werden . Durch darauffolgende ex vivo Inkubation der Zellen mit IL-2 werden die NK-Zellen
zu LAK-Zellen . Werden die LAK-Zellen schließlich retransfundiert, müssen dem Patient
erneut hohe Dosen IL-2 systemisch verabreicht werden, um den Aktivierungszustand der
Zellen aufrecht zu erhalten . Die hohen IL-2 Dosen sind jedoch mit ernstzunehmenden Ne-
benwirkungen für den Patienten verbunden . Diese Form der Immuntherapie bei Patienten
mit fortgeschrittenen Krebserkrankungen hat daher keine Akzeptanz unter den behandeln-
den Kollegen gefunden .

1 .3 Charakteristika der NK-92 Zell-Linie

1992 wurde in dem Labor des Mitantragstellers H.G. Klingemann eine Zell-Linie aus den
peripheren Blutlymphozyten eines Patienten mit granulärem Lymphom, einer agressiven
Form der Non-Hodgkin Lymphome, isoliert (6) . Diese Zell-Linie, genannt NK-92, zeigte die
gleichen Charakteristika wie LAK-Zellen, mit der Ausnahme, daß sie das CD16 Antigen
(FC-Rezeptor) nicht exprimiert . Der Fc-Rezeptor bindet den Fc-Teil von Immunglobulinen
und ist somit in die Antikörper vermittelte Zytotoxizität (ADCC) von NK-Zellen involviert .
Die zytotoxische Aktivität von NK-92 Zellen wird in erster Linie durch die Freisetzung von
Perforin durch Granulozyten vermittelt, welches die Membran der Zielzelle für die von
LAK-und NK-92 Zellen abgegebenen Esterasen durchgängig macht . Die Esterasen führen
schließlich zu einer Zerstörung der betroffenen Zellen .
Im Vergleich zu LAK-Zellen sind NK-92 Zellen um ein Vielfaches zytolytischer, bzw.

zytotoxischer, bezogen auf die für eine Zytolyse notwendige Zellzahl . Darüber hinaus ver-
mögen NK-92 Zellen ein weitaus breiteres Spektrum von Tumor Zell-Linien und primärer
Tumoren abzutöten (7-9) . Die Kulturbedingungen, die IL-2 Abhängigkeit, die Oberflä-
chenmoleküle und das zytotoxische Profil der NK-92 Zellen wurden bereits ausführlich
beschrieben (6) .
Da NK-92 Zellen den p58 Oberflächenmarker nicht exprimieren - ein Oberflächenanti-

gen, welches eine entscheidende Rolle in der Interaktion von LAK- und Zielzellen spielt
- zeigen NK-92 Zellen eine weit gefächerte zytotoxische Aktivität gegenüber Krebs- und
virusinfizierten Zellen . Die Expression des p58 Rezeptors unterdrückt die NK-Zellaktivität,
so daß kein Abtöten der Zielzelle erfolgt . Im Gegensatz zu aus peripherem Blut isolierten
NK- und LAK-Zellen exprimieren NK-92 Zellen diesen Rezeptor nicht (10) .

1 .4 Untersuchungen zu NK-92 Zellen in der Zellkultur und in Tierexperimenten

Eine Reihe von in vitro Untersuchungen zeigen die Überlegenheit der NK-92 Zellen im
Vergleich zu LAK-Zellen . NK-92 Zellen zeigten eine effektive zytotoxische Aktivität gegen
Zell-Linien, die sich von den folgenden malignen Erkrankungen ableiteten :
Akute Myeloische Leukämie : HL-60, KG1a, U937, DHL-10
Akute Lymphoblastische Leukämie : NALM6, TALL-104, CEM/S, CEM/T
Chronisch Myeloische Leukämie : K562
Malignes Lymphom : Daudi, Jurkat, Raji, Ly3, Ly8, Ly13 .2
Neuroblastom : SKNAS
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Malignes Myelom: NCI H929, RDMI 8226, U266
Melanom der Haut : MBWO, WMI 341, SK-mel-28, WM35
Prostata Karzinom : 81 .HTB, 1435 .CRL
Mamma Karzinom : MCF-7
Darüber hinaus wurden maligne Zell-Linien und Leukämiezellen von Patienten immun-

defizienten (SCID) Mäusen injiziert . Eine Injektion von bestrahlten NK-92 Zellen konnte
die Überlebenszeit der so behandelten Mäuse deutlich steigern und führte in einigen Fällen
sogar zu einer kompletten Heilung der Mäuse. Diese Untersuchungen wurden unabhängig
voneinander am Sloan Kettering Cancer Center in New York (9) und dem Terry Fox Labor
in Vancouver im Labor des Mitantragstellers H.G . Klingemann durchgeführt .
Die NK-92 Zellen zeichnen sich einerseits durch ihre hohe Zytotoxizität und anderer-

seits durch ihr breites Wirkspektrum aus. NK-92 Zellen wurden mit einer zytotoxischen
Zell-Linie verglichen, welche im Wistar Institut in den USA gewonnen wurde. Diese TALL-
104 Zell-Linie ist von T-Zellen abgeleitet und vermag, ebenso wie NK-92 Zellen, maligne
Zell-Linien in vitro und Leukämiezellen selektiv im peripheren Blut abzutöten (11) . Die
Gruppe im Wistar Institut hat gegenwärtig Studien abgeschlossen, in denen die Wirksam-
keit der TALL-104 Linie an Hunden getestet wurde, die an malignen Erkrankungen litten .
Sie konnten zeigen, daß durch die intravenöse Verabreichung der TALL-104 Zellen eine
Remission der Tumore hervorgerufen wurde.
Yan und Mitarbeiter verglichen am Sloan Kettering Krebsforschungszentrum in New

York die zytotoxische Aktivität der Tall-104 und NK-92 Zellen und konnten zeigen, daß
NK-92 Zellen wesentlich zytotoxischer gegenüber malignen Zellen waren und ein breite-
res Spektrum an Zielzellen erkannten (8). Es ist anzumerken, daß die TALL-104 Zellen
gegenwärtig in einer Phase I Studie an Krebspatienten getestet werden .
Aus den folgenden Gründen erwartet man von einer Behandlung mit NK-92 Zellen ei-

ne effektivere Abtötung maligner Zellen als durch LAK-Zellen, die aus peripherem Blut

gewonnen wurden:

1 . LAK-Zellen werden aus peripheren mononukleären Blutzellen gewonnen, in denen sie

etwa 10 % der Lymphozytenfraktion repräsentieren . Um bei einer Expansion bzw.

Voraktivierung der NK-Zellen nicht auch die mit ca. 60 % vorhandenen und für eine

Graft versus Host-Reaktion verantwortlichen T-Zellen zu expandieren, ist eine auf-

wendige Anreicherung der NK-Zellen über Magnetsäulen notwendig .

2. Dem Tumorwachstum im Patienten liegen wahrscheinlich Mechanismen zugrunde,

die es den malignen Zellen erlaubt haben, dem Immunsystem des Patienten zu ent-

kommen. Verwendet man die NK-Zellen eben dieses Patienten, ist anzunehmen, daß

solche Mechanismen immer noch wirksam sind . Einer dieser Mechanismen könnte zu

einer Toleranzinduktion gegenüber den Tumorzellen geführt haben, so daß die T- und

NK-Zellen des Patienten die Tumorzellen nicht als fremd erkennen . NK-92 Zellen da-

gegen stellen allogene NK-Zellen dar, die nicht tolerant gegenüber den Tumorzellen

sein sollten.

3 . Vergleichende Studien zwischen LAK-Zellen, die von gesunden Spendern gewonnen

wurden, und NK-92 Zellen bestätigen die überlegene zytotoxische Aktivität der NK-

92 Zellen . NK-92 Zellen töten ein breiteres Spektrum maligner Zellen . Dies trifft noch

für Effektor/Zielzellen Verhältnisse zu, bei denen keine LAK-Aktivität mehr nach-

weisbar ist (7) .
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1 .5 Präklinische Experimente zur Untersuchung der Sicherheit einer NK-92
Therapie

Um die immortalisierte NK Zell-Linie für eine Therapie bei Patienten einsetzen zu kön-
nen, mußte zunächst eine Bestrahlungsdosis bestimmt werden, bei der die Zellen selbst
nicht mehr proliferieren, in ihrer zytotoxischen Aktivität jedoch nicht eingeschränkt sind .

Untersuchungen im Labor des Mitantragstellers H.G . Klingemann (7) und am Memo-
rial Sloan Kettering Krebsforschungs Institut haben ergeben, daß eine Bestrahlung mit
geringen Dosen von 500-1000 cGy das weitere Wachstum der NK-92 Zellen zuverlässig
verhindert . Diese Daten konnten zum einen durch 3H-Thymidin Proliferationsassays, aber
auch durch klonogene Assays in Methylzellulose bestätigt werden . Bei den hier beschrie-
benen Bestrahlungsdosen ist die Viabilität und die zytotoxische Aktivität der NK-92 Zell-
Linie nicht beeinflußt . Diese Untersuchungen waren eine wichtige Voraussetzung für die
Anwendung der Zell-Linie beim Patienten .
Darüber hinaus waren Untersuchungen wichtig, die zeigten, daß NK-92 Zellen maligne

Zellen spezifisch erkennen und abtöten, aber allogene und gesunde Zellen des Patienten
nicht beeinträchtigten . Hierzu wurden NK-92 Zellen mit hämopoetischen Vorläuferzellen
inkubiert und die Proliferation der Stammzellen anschließend in einem clonogenen Assay
ausgewertet .
Es konnte gezeigt werden, daß NK-92 Zellen die Funktion der Stammzellen nicht beein-

flussen . Darüber hinaus ergab eine Untersuchung mit humanen Hautzellen keine zytotoxi-
sche Aktivität der NK-92 Zellen (13) .
Untersuchungen an immuninkompetenten SCID Mäusen haben ebenfalls bestätigt, daß

die NK-92 Zellen selbst nicht tumerogen sind . In Mäusen, welche mit verschiedenen Konzen-
trationen NK-Zellen intravenös behandelt wurden, ließ sich auch 1 Jahr nach Behandlung
keine Tumorbildung nachweisen .
Wie bereits erwähnt, ist die systemische Verabreichung von IL-2, wie sie bei einer Thera-

pie mit autologen oder allogenen LAK-Zellen notwendig wäre, der limitierende Faktor für
eine entsprechende Therapie . Ein großer Vorteil der NK-92 Zellen besteht unter anderem
darin, daß noch 48 Stunden, nachdem man ihnen das IL-2 entzogen hat, ihre zytotoxi-
sche Aktivität in vollem Umfang erhalten bleibt (7) . Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
daß eine NK-92 Therapie ohne die zusätzliche systemische Gabe von IL-2 und den damit
einhergehenden Nebenwirkungen möglich ist .
Mit Hilfe der PCR konnte gezeigt werden, daß NK-92 Zellen negativ für die Erbsubstanz

der Viren HTLV 1, HIV, HCV, HSV1, HSV2 und CMV1 sind . Sie sind allerdings positivfür das Epstein-Barr-Virus (EBV) .

1 .6 Expansion der NK-92 Zellen

Die Expansion der NK-92 Zellen findet in Spinnerflaschen statt, in denen die Zellen unter
ständiger Agitation in 14 Tagen auf 1 - 109 Zellen pro Ansatz hochgezüchtet werden können .Die Kultivierung findet in serumfreien und FDA-zugelassenem Medium (X-Vivo 10,BioWhittaker) statt . Vor Anwendung am Patienten wird die entsprechende Charge NK-92 Zellen hinsichtlich bakterieller Kontaminationen und zytotoxischer Aktivität gegenüberder K562 Zell-Linie geprüft .



2 Rationale

Zieht man die zur Verfügung stehenden Daten in Betracht, kann davon ausgegangen
werden, daß einige Patienten mit malignen Erkrankungen von einer Behandlung mit in
vitro expandierten NK-92 Zellen profitieren werden .
Es ist anzunehmen, daß die Immuntherapie mit NK-92 Zellen eine Behandlungsform

darstellt, die andere Behandlungsformen wie z .B . chirurgische Intervention, Radiotherapie
oder Chemotherapie nicht beeinträchtigt .
Wir gehen davon aus, daß all jene Erkrankungen sensitiv gegenüber einer Behandlung

mit NK-92 Zellen sind, bei denen die NK-92 Zellen einen zytotoxischen Effekt gegen von
diesen Erkrankungen abgeleitete Zell-Linien gezeigt haben. Darüber hinaus kommen auch
all jene Erkrankungen in Frage, bei denen in der Vergangenheit positive Effekte durch
LAK-Zellen erzielt werden konnten. Hierzu zählen : Malignes Melanom der Haut, Nierenzell-
Karzinom (Hypernephrom), Leukämien, Multiples Myelom und Non-Hodgkin Lymphome,
sowie Neuroblastome.

3 Kriterien zur Auswahl der zu behandelnden Patienten

3 .1 Eingangskriterien
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3 .1 .1 Alter: keine Beschränkung
3 .1 .2 Modifizierter Karnofsky Index > 50
3 .1 .3 Patient hat sich von den toxischen Nebenwirkungen der Chemotherapie erholt
3 .1 .4 Serum Kreatinin < 2 .0 mg/dL
3 .1 .5 Keine Einschränkung der Leberfunktion, d.h . Serum-Bilirubin < 2 Tng/dL

3 .1 .6 Bei Frauen im gebärfähigen Alter muß eine Schwangerschaft ausgeschlossen sein
3 .1 .7 Der Patient muß im Vollbesitz seiner geistigen Kräfte sein und seine Einwilligung zu

der Behandlung geben
3 .1 .8 Hat der Patient das 18 . Lebensjahr noch nicht erreicht, so ist die Zustimmung der

Erziehungsberechtigten notwendig
3 .1 .9 Die folgenden Erkrankungen sind für eine Therapie mit NK-92 Zellen vorgesehen :

Akute lymphatische Leukämie
Chronische myeloische Leukämie
Non-Hodgkin Lymphom
Hodgkin Lymphom
kindliche Sarkome
Neuroblastom
Hirntumore

bei denen es zu einem Rückfall nach autologer oder allogener Stammzelltransplantation

gekommen ist oder herkömmliche Behandlungsformen versagt haben, so daß nur durch

experimentelle Ansätze eine Aussicht auf Heilung besteht .

3 .2 Ausschlußkriterien

3 .2 .1 Aktive, symptomatische Beeinträchtigung des Zentralen Nervensystems (ZNS), wenn

eine andere Grunderkrankung als ein Hirntumor vorliegt .

3.2 .2 Unkontrollierte, lebensbedrohliche Infektionen

3.2 .3 Modifizierter Karnofsky Index < 50

3.2 .4 Stillende Mütter
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4 Studien Aufbau

Bei dieser Studie handelt es sich um eine offene, nicht kodierte, einarmige Phase I/II
Studie, bei der die Durchführbarkeit und Effizienz einer Infusion von bestrahlten NK-
92 Zellen bei Patienten mit fortgeschrittenen 'Ihmorerkrankungen untersucht werden soll .
Wenn die erste Infusion gut vertragen wird, ist geplant eine zusätzliche Dosis (gleiche
Zellzahl) 2 Tage später zu geben . Gemäß dem Protokoll der Phase I, sollen 3 Patienten
mit jeder Zelldosis (109 , 3 - 109 , 5 - 109 pro m2 Körperoberfläche) behandelt werden.

Die Dosis, bei der sich keine ernstzunehmenden Nebenwirkungen für den Patienten er-
geben haben wird in der Phase II eingesetzt, die zunächst 17 Patienten beinhalten soll .

5 Ablauf der Behandlung

5 .1 Expansion der NK-92 Zellen

Die in vitro Expansion der NK-92 Zellen findet durch ca . 14-tägige Kultivierung der
Zellen in X-Vivo 10 Medium (BioWhittaker) statt . Anschließend werden die Nk-92 Zellen
mit 1000 cGy bestrahlt . Die Zellen werden dann innerhalb von 3 Stunden transfundiert .

5 .2 Zusatzbehandlung der Patienten

Die an der Studie teilnehmenden Patienten werden ab 2 h vor NK-92 Gabe mit 0,45%
NaCI/2,5% Glucose (3000'nl/24hm2Körperoberfläche) und 7,45% KCl (60 M1/24hm2Körperoberfläche)
hydriert . Beginnend am Tag der NK-92 Behandlung und für die darauffolgenden 5 Tage
werden täglich 200 mg/m2 Körperoberfläche Allopurinol in drei Einzeldosen per os verabreicht .
Eine zweite NK-92 Gabe wird nur verabreicht, wenn bei der ersten Infusion keine ernst-
haften Nebenwirkungen (Grad II) aufgetreten sind .

Fünfzehn Minuten vor Transfusion der NK-92 Zellen wird die folgende Prämedikation
verabeicht :

Prednison 2 mg/kg
Clemastin (Tavegil®) 2mg/m2Körperoberfläche i. v.

Die Prämedikation ist notwendig, da die NK-Zellen noch einige Zytokine freisetzen könnten,
welche beim Patienten zu ungewollten Nebenwirkungen führen könnten.

5.3 Parallel durchgeführte Medikation

Gestattet:
Alle Medikamente zur symptomatischen Behandlung der malignen Erkrankung.
Nicht gestattet :
Zytostatika innerhalb der letzten 3 Wochen und Bestrahlungen innerhalb der letzten 6
Wochen vor Beginn der NK-92 Therapie.

Die Verabreichung von Zytokinen, außer der Patient leidet unter einer lebensbedrohen-
den Infektion aufgrund einer Neutropenie . Hydroxyurea sollte 24 Stunden vor Beginn der
NK-92 Therapie abgesetzt werden.



5.4 Behandlung akut auftretender Nebenwirkungen :

Fieber

	

Paracetamol, Metamizol
Schmerzen

	

Paracetamol, Metamizol, Morphin
Übelkeit

	

Ondansetron 0 .15 mg/kg i.v .
Pruritus

	

Clemastin (Tavegil®) 2mg/m21{örperoberfläche i. v.
Rash, Urticaria Clemastin (Tavegil®) 2mg/m2Körperoberfläche i. v.
Anaphylaxie

	

NK-92 Infusion abbrechen,
Clemastin (Tavegil®) 2mg/m2Körperoberfläche i . v.
Epinephrine (1 :10 000) 5 ml i . v.
Prednison 2mg/kg
02 und NaC1 0,9% p . i . nach Bedarf

6 Statistische Beurteilungen
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5.5 Die Patienten werden bis auf weiteres stationär aufgenommen. Wenn keine Kompli-
kationen auftreten, können sie am Morgen nach der zweiten Dosis der Immuntherapie
entlassen werden.

6.1 . Die Phase I Komponente dieser Studie untersucht, ob die Infusion von 5 - 109

NK-92 Zellen/m2 gu t toleriert wird, wenn sie im Abstand von 2 Tagen insgesamt 2 Mal ver-
abreicht wird . Hierbei wird zunächst bei 3 Patienten mit einer Dosis von 1 - 109 Zellen/m2

begonnen . Wenn bei mindestens einem Patienten eine Toxizität auftritt, werden 6 weitere
Patienten mit der gleichen Zelldosis behandelt, um festzustellen, ob die aufgetretene Ne-
benwirkung reproduzierbar ist . Zur Steigerung der Dosis wird das modifizierte Fibonacci
Schema angewandt, bis eine Toxizität des Grades = I bei zwei Patienten oder = II bei

einem Patienten auftritt . In der 2. und 3 . Dosis-Steigerung werden 3 - 109 NK-92 Zellen/m2

und 5 . 109 NK-92 Zellen/m2 infundiert . Es wird angenommen, daß damit die geringste toxi-

sche Dosis erreicht wird, wobei die geringste toxische Dosis definiert wird als die minimale

Dosis bei der eine Toxizität auftreten kann.
Die Phase II Komponente dieser Studie wird in zwei Schritten gemäß der Methode

von Simon (14) angelegt . Diese Methode ist darauf angelegt, die Exposition von Patienten

gegenüber einer ineffektiven Therapie so gering wie möglich zu halten und gleichzeitig zu

bestimmen, ob eine bestimmte Behandlung eine ausreichende Wirksamkeit hat, um eine

Weiterentwicklung der Therapieform zu begründen. Nach der Behandlung von 17 Patienten

(1 . Schritt) werden die ermittelten Daten beurteilt und über eine Fortsetzung der Studie

entschieden (2 . Schritt) (siehe 6 .2) .

6.2 Die 0-Hypothese (Ho) testet, ob die Behandlung zu keinem nennenswerten Effekt führt.

Die Alternativhypothese besagt, daß die Wahrscheinlichkeit für Erfolg mindestens dem ge-

wollten Zieleffekt entspricht . Die unten aufgeführte Tabelle gibt die Ablehnungskriterien

der Hypothesen wieder, bei denen die mögliche Ansprechbarkeit auf ein nicht wirksames

Medikament (d.h . kein nennenswerter Effekt) 0.20 ist und die Ansprechbarkeit auf ein gut

wirksames Medikament (d.h . gewollter Zieleffekt) 0 .40 ist, bei einer Irrtumswahrscheinlich -

keit von 10 % (alpha = 0 .1 ; beta = 0.1) .
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Möglicher Effekt ei-
nes nicht wirksamen
Medikamentes
0,20

7 Auswertung
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Kalkulation für den 1. Schritt der Phase II-Studie nach Simon (14)
Wahrscheinlichkeit ein nicht wirksames Medikament für effektiv zu halten alpha = 0.1

Wahrscheinlichkeit ein wirksames Medikament fälschlich abzulehnen beta = 0.1

Möglicher Effekt ei-

	

Studiengröße des 1 .

	

Kein Erfolg der Stu-
nes gut wirksamen

	

Schritts der Phase

	

die wenn der mögli-
Medikamentes

	

il

	

the Effekt <

0,40

	

17 Patienten

	

3 Patienten

Das bedeutet, daß der NK-92 Therapie kein Effekt zugeschrieben wird, wenn nur bei 3
oder weniger Patienten ein therapeutischer Effekt zu beobachten ist . Ist bei mehr als 3 von
17 Patienten ein Ansprechen auf die Therapie zu beobachten, wird dieser Effekt der NK-92
Therapie zugeschrieben .

7.1 Untersuchungen, die aus Sicherheitsaspekten durchgeführt werden

Komplette Anamnese, körperliche Untersuchung, Röntgenuntersuchung des Thorax und
EKG vor Behandlung. Körperliche Untersuchung täglich an Tag 1-5 . Am Tag 1 und Tag 3
der Therapie werden die Elektrolyte, AST, Bilirubin, Kreatinin, Harnsäure und Harnstoff
kontrolliert .

Differentialblutbild vor Behandlung und Tag 1-5 .

Feststellung der Infektionsparameter (HBV, HCV, HIV, CMV, EBV) .

Zur Feststellung einer möglichen in vivo Proliferation der NK-92 Zellen ist eine Un-
tersuchung des peripheren Blutes auf das Vorliegen eines Chimerismus vorgesehen . Diese
Untersuchung erfolgt semiquantitativ mit Hilfe molekularbiologischer Methoden in engen
Zeitabständen nach Therapie . Bei Erfolg der Therapie ist darüber hinaus eine halbjährliche
Kontrolle der Patienten vorgesehen .

7.2 Untersuchungen zur Feststellung der Effizienz der NK-92 Behandlung

7.2 .1 Definition des Ansprechens auf die Behandlung

. Leukämie:

Komplette Remission (KR) :

Der Patient hat eine komplette Remisson erreicht, wenn folgende Kriterien erfüllt
sind :
- Im peripheren Blut sind keine leukämischen Blasten nachweisbar .

- Der Prozentsatz an leukämischen Blasten im Knochenmark beträgt weniger als
5%.
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- Innerhalb von zwei Wochen nach einer Knochenmark-Punktion, bei der weniger
als 5 % Blasten festgestellt wurden, erholt sich das periphere Blutbild und er-
reicht Werte von Hb > 9 9/dL, Thrombozyten > 100 - 109 1/L, weiße Blutzellen
> 1,5 - 1091/L .

- Der Patient ist nicht transfusionspflichtig, d.h . unabhängig von Erythrozyten-
und Thrombozyten-Konzentraten .

Partielle Remission (PR) :

Der Patient hat eine partielle Remission erreicht, wenn folgende Kriterien erfüllt sind :

- Der Prozentsatz an leukämischen Blasten hat sich um die Hälfte verringert .

- Bei Vorhandensein von karyotypischen Abnormalitäten hat sich die Anzahl po-
sitiver Metaphasen um die Hälfte verringert .

Dauer einer KR oder PR:

Die Dauer einer kompletten bzw. partiellen Remission ist definiert als die Zeit zwi-

schen der ersten Dokumentation der Remission, basierend auf dem Datum der Kno-

chenmarkentnahme bis zu der Dokumentation des Rückfalls . Um die Effizienz der

NK-92 Zelltherapie zu untersuchen, werden die Patienten, die eine Remission errei-

chen nur dann zusätzlich mit Chemotherapeutika behandelt, wenn sie einen Rückfall

erleiden .

. Lymphome und solide Tumoren

Die Tumorgröße wird sowohl vor als auch zu verschiedenen Zeitpunkten nach der

Behandlung bestimmt . Durch bildgebende Verfahren wird möglichst objektiv das Tu-

morvolumen bestimmt (Länge x Breite x Tiefe x 0,5) . Bei mehreren Lokalisationen

wird die Summe aller Einzelvolumina bestimmt . Je nach Lokalisation des Tumors fin-

den Ultraschall, Computer-Tomographie, NMR oder Röntgen-Untersuchungen An-

wendung . Kann die Größe nicht direkt ermittelt werden, wie z.B . bei Knochen-

Szintigrammen, sollte der prozentuale Unterschied von mindestens zwei Beobachtern

geschätzt werden .

Komplette Remission (CR) :

Abwesenheit jeglicher Manifestationen, Anzeichen und Symptome des zugrundelie-

genden Tumors, einschließlich biochemischer und röntgenologischer Nachweise, an

zwei unterschiedlichen Zeitpunkten für mindestens 30 Tage .

Partielle Remission :

Reduktion des gesamten Tumorvolumens um mindestens 1/3 für mindestens 30 Tage,

d . h . das Tumorvolumen wird an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt . Es

dürfen keine neuen Läsionen entstanden sein oder sich bereits bestehende Läsionen

vergrößert haben.
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Stabile Krankheit/Keine Veränderung :

Keine objektive Veränderung bei meßbaren Tumoren (< 1/3 Zunahme oder Abnahme
des Tumorvolumens), sowie kein Auftreten von neuen Läsionen oder der Progression
von Läsionen während der ersten 90 Tage nach Studienbeginn .

Fortschreitende Krankheit (PD) :

Auftreten von neuen Läsionen oder Zunahme von meßbaren Läsionen um wenigstens
1/3 des Tumorvolumens .

Gesamt-Überleben und Progressionsfreies Überleben (PFS) :

Kalkulation ab dem Tag der Behandlung .
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Protokoll-Synopsis

Titel :

	

Klinische Studie (Phase I/II) zur Untersuchung der Verträglichkeit und
Effizienz einer Behandlung von erwachsenen Patienten mit fortgeschrit-
tenen Krebserkrankungen und Leukämien mit der immortalisierten Na-
türlichen Killer Zell-Linie NK-92 .

Ziel :

	

Die Studie der Phase I/II soll die Verträglichkeit einer intravenösen In-
fusion von bestrahlten, höchst zytotoxischen NK-92 Zellen bei Krebspa-
tienten untersuchen . Darüber hinaus soll untersucht werden, ob die ver
abreichte Dosis bestrahlter NK-92 Zellen zu einer Regression des Tumors
führt .

Indikationen :

	

Hämatologische, maligne Erkrankungen ohne kurative Behandlungsmög-
lichkeit . Im einzelnen :
Patienten mit Akuter lymphatischer oder myeloischer Leukämie
(ALL/AML)
Chronisch myeloischer Leukämie
Non-Hodgkin Lymphom
Multiplem Myelom
Hodgkin Lymphom
Mamma-Ca (sofern die Patienten im Rahmen einer Stammzelltherapie
von der Med. Klinik III betreut werden)
und bei denen es zu einem Rückfall nach autologer oder allogener
Stammzelltransplantation gekommen ist oder herkömmliche Behand-
lungsformen versagt haben, so daß nur durch experimentelle Ansätze
eine Aussicht auf Heilung besteht .

Alter:

	

> 18 Jahre

Behandlung :

	

Es handelt sich um eine offene, einarmige klinische Studie der Phase
I/II, die zum Ziel hat die Nebenwirkungen und die Effizienz einer In-
fusion von bestrahlten NK-92 Zellen bei Patienten mit fortgeschrittener
Krebserkrankung zu ermitteln . Die 1 . Phase der Studie dient der Fin-
dung einer Patienten-verträglichen Zelldosis . Sollte die erste Infusion mit
NK-92 Zellen vom Patienten gut toleriert werden, ist geplant, eine zweite
Infusion mit der gleichen Zelldosis zwei Tage nach der ersten Infusion zu
verabreichen . Gemäß dem Studienprotokoll der Phase I sollen je drei Pa-
tienten mit 109 , 3 . 109 oder 1 - 101° NK-92 Zellen pro m2 Körperoberfläche
behandelt werden .
Die Dosis NK-92 Zellen, die nach dieser Phase I Studie als verträglich
eingestuft werden kann, wird in der Phase II Studie Anwendung finden,
für die initial 17 Patienten vorgesehen sind . Wie bereits erwähnt, werden
die NK-92 Zellen vor Infusion bestrahlt, um eine Proliferation der Zellen
in vivo zu vermeiden .
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1 .1 Charakteristika von Natürlichen Killer Zellen und ihre klinische Anwen-
dung

Natürliche Killer (NK) Zellen treten im peripheren Blutkreislauf auf und machen etwa
1 % aller zirkulierender Lymphozyten aus. NK-Zellen können entartete oder viral infizierte
Zellen ohne vorherige Sensibilisierung, wie es etwa für die zytotoxische Aktivität von T-
Zellen Bedingung ist, erkennen und abtöten . Einige Zielzellen sind durch Expression von
humanen Leukozyten Antigenen (HLA) der Klasse I in der Lage, die zytolytische Aktivität
von NK-Zellen zu vermindern und so einer Zytolyse durch NK-Zellen zu entkommen . Eine
verminderte Expression von HLA Klasse I Molekülen auf Zielzellen, deren Inhibition oder
Blockierung, können im Gegensatz dazu die NK-Aktivität steigern(1) .

Natürliche Killer Zellen können durch Zytokine stimuliert werden, und so zu sogenann-
ten Lymphokin aktivierten Killer-Zellen (LAK) werden, welche im Vergleich zu nicht akti-
vierten NK-Zellen ein breites Spektrum maligner Zielzellen abtöten können . Interleukin-2
(IL-2) ist das am besten charakterisierte Zytokin in Bezug auf eine Generierung und Akti-
vierung von LAK-Zellen . Aber auch andere Zytokine wie zum Beispiel Interleukin-12 und
Interleukin-15 können diese Funktion erfüllen . Eine Therapie mit ex vivo aktivierten und
expandierten NK-Zellen fand bereits bei Patienten mit verschiedensten fortgeschrittenen
Tumoren Anwendung und hat bei Patienten mit malignem Melanom, Nierenzellkarzinom
sowie Leukämien gewisse Erfolge erzielt (2,3) . Obwohl diese Behandlung einigen Patien-
ten Vorteile verschaffte, ist sie doch sehr kosten- und arbeitsintensiv und ist insbeson-
dere durch die Nebenwirkungen der hohen, systemischen Interleukin-2 Dosen nur unter
Intensivtherapie-Bedingungen durchführbar .

Higucchi und Kollegen aus Seattle sammelten periphere Blutlymphozyten (PBL's) durch
Leukapherese bei Patienten mit AML nach Hochdosis-Chemotherapie und autologer Kno-
chenmarktransplantation, um diese wiederholt zur Behandlung der Patienten einzusetzen
(4) . Die Zellen wurden ex vivo expandiert und durch Kultivierung in IL-2-haltigem Medi-

um aktiviert, bevor sie den Patienten verabreicht wurden . Diese Untersuchungen wurden

im Rahmen einer Phase I/II Studie durchgeführt . Die erzielten Ergebnisse sind mit einem

60 %-igen rückfallfreien Überleben bemerkenswert und weisen darauf hin, daß eine Behand-

lung mit LAK-Zellen durchaus zu einem anti-leukämischen Effekt führen kann . Nachteile

liegen bei der hier praktizierten Behandlungsweise in einem hohen Thrombozytenverlust

während der Leukapheresen und in den Nebenwirkungen der zusätzlich applizierten IL-2

Dosen . Die hohen, systemischen IL-2 Dosen verursachten bei den Patienten ernstzuneh-

mende Nebenwirkungen .
Um zu untersuchen, ob es zu Nebenwirkungen kommt, wenn man LAK-Zellen Patienten

nach Hoch-Dosis Chemotherapie und autologer Stammzelltransplantation transfundiert,

hat eine Gruppe aus Pittsburg 6 Patienten mit autologen, vorher kryokonservierten LAK-

Zellen behandelt und keine Beeinträchtigung des Engraftment oder andere signifikante

Nebenwirkungen festgestellt (5) .

1.2 Behandlungsmöglichkeiten von Patienten mit therapierefraktärer maligner

Erkrankung und/oder Rückfall nach Stammzelltransplantation

Die Behandlung von Krebspatienten, welche auf konventionelle Chemo- und Radiothe-

rapie nicht ansprechen und unter einem progressiven Krankheitsverlauf leiden, ist zur Zeit

auf experimentelle Ansätze beschränkt . Patienten, die nach einer Hoch-Dosis Chemothera-

pie und unterstützender Radiotherapie mit allogenem oder autologem Stammzellsupport

einen Rückfall erleiden, haben generell eine schlechte Prognose .
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Die Immuntherapie durch Verabreichung von Interleukinen, Tumorantigen-präsentierenden
dendritischen Zellen oder zytotoxischen T- und NK-Zellen findet zunehmend Berücksichti-
gung . Die Anwendung dieser Therapieformen hat den Vorteil, daß sie andere Behandlungs-
methoden, wie die Hochdosis-Chemotherapie, nicht ausschließen .

Zur Gewinnung von LAK-Zellen muß der Patient nach bisherigen Protokollen einige
Tage systemisch mit IL-2 behandelt werden und sich anschließend einer Leukapherese un-
terziehen . Die NK-Zellen können so in der Fraktion der mononukleären Zellen gewonnen
werden . Durch darauffolgende ex vivo Inkubation der Zellen mit IL-2 werden die NK-Zellen
zu LAK-Zellen . Werden die LAK-Zellen schließlich retransfundiert, müssen dem Patient
erneut hohe Dosen IL-2 systemisch verabreicht werden, um den Aktivierungszustand der
Zellen aufrecht zu erhalten . Die hohen IL-2 Dosen sind jedoch mit ernstzunehmenden Ne-
benwirkungen für den Patienten verbunden . Diese Form der Immuntherapie bei Patienten
mit fortgeschrittenen Krebserkrankungen hat daher keine Akzeptanz unter den behandeln-
den Kollegen gefunden .

1 .3 Charakteristika der NK-92 Zell-Linie

1992 wurde in dem Labor des Mitantragstellers H.G . Klingemann eine Zell-Linie aus den
peripheren Blutlymphozyten eines Patienten mit granulärem Lymphom, einer agressiven
Form der Non-Hodgkin Lymphome, isoliert (6) . Diese Zell-Linie, genannt NK-92, zeigte die
gleichen Charakteristika wie LAK-Zellen, mit der Ausnahme, daß sie das CD16 Antigen
(FC-Rezeptor) nicht exprimiert . Der Fc-Rezeptor bindet den Fc-Teil von Immunglobulinen
und ist somit in die Antikörper vermittelte Zytotoxizität (ADCC) von NK-Zellen involviert .
Die zytotoxische Aktivität von NK-92 Zellen wird in erster Linie durch die Freisetzung von
Perforin durch Granulozyten vermittelt, welches die Membran der Zielzelle für die von
LAK-und NK-92 Zellen abgegebenen Esterasen durchgängig macht . Die Esterasen führen
schließlich zu einer Zerstörung der betroffenen Zellen .
Im Vergleich zu LAK-Zellen sind NK-92 Zellen um ein Vielfaches zytolytischer, bzw .

zytotoxischer, bezogen auf die für eine Zytolyse notwendige Zellzahl . Darüber hinaus ver-
mögen NK-92 Zellen ein weitaus breiteres Spektrum von Tumor Zell-Linien und primärer
Tumoren abzutöten (7-9) . Die Kulturbedingungen, die IL-2 Abhängigkeit, die Oberflä-
chenmoleküle und das zytotoxische Profil der NK-92 Zellen wurden bereits ausführlich
beschrieben (6) .
Da NK-92 Zellen den p58 Oberflächenmarker nicht exprimieren - ein Oberflächenanti-

gen, welches eine entscheidende Rolle in der Interaktion von LAK- und Zielzellen spielt
- zeigen NK-92 Zellen eine weit gefächerte zytotoxische Aktivität gegenüber Krebs- und
virusinfizierten Zellen . Die Expression des p58 Rezeptors unterdrückt die NK-Zellaktivität,
so daß kein Abtöten der Zielzelle erfolgt . Im Gegensatz zu aus peripherem Blut isolierten
NK- und LAK-Zellen exprimieren NK-92 Zellen diesen Rezeptor nicht (10) .

1 .4 Untersuchungen zu NK-92 Zellen in der Zellkultur und in Tierexperimenten

Eine Reihe von in vitro Untersuchungen zeigen die Überlegenheit der NK-92 Zellen im
Vergleich zu LAK-Zellen . NK-92 Zellen zeigten eine effektive zytotoxische Aktivität gegen
Zell-Linien, die sich von den folgenden malignen Erkrankungen ableiteten :

Akute Myeloische Leukämie : HL-60, KG1a, U937, DHL-10
Akute Lymphoblastische Leukämie : NALM6, TALL-104, CEM/S, CEM/T
Chronisch Myeloische Leukämie : K562
Malignes Lymphom : Daudi, Jurkat, Raji, Ly3, Ly8, Ly13.2
Neuroblastom : SKNAS
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Malignes Myelom: NCI H929, RDMI 8226, U266
Melanom der Haut: MBWO, WMI 341, SK-mel-28, WM35
Prostata Karzinom : 81 .HTB, 1435.CRL
Mamma Karzinom : MCF-7
Darüber hinaus wurden maligne Zell-Linien und Leukämiezellen von Patienten immun-

defizienten (SCID) Mäusen injiziert. Eine Injektion von bestrahlten NK-92 Zellen konnte
die Überlebenszeit der so behandelten Mäuse deutlich steigern und führte in einigen Fällen
sogar zu einer kompletten Heilung der Mäuse. Diese Untersuchungen wurden unabhängig
voneinander am Sloan Kettering Cancer Center in New York (9) und dem Terry Fox Labor
in Vancouver im Labor des Mitantragstellers H.G . Klingemann durchgeführt .
Die NK-92 Zellen zeichnen sich einerseits durch ihre hohe Zytotoxizität und anderer-

seits durch ihr breites Wirkspektrum aus. NK-92 Zellen wurden mit einer zytotoxischen
Zell-Linie verglichen, welche im Wistar Institut in den USA gewonnen wurde. Diese TALL-
104 Zell-Linie ist von T-Zellen abgeleitet und vermag, ebenso wie NK-92 Zellen, maligne
Zell-Linien in vitro und Leukämiezellen selektiv im peripheren Blut abzutöten (11) . Die
Gruppe im Wistar Institut hat gegenwärtig Studien abgeschlossen, in denen die Wirksam-
keit der TALL-104 Linie an Hunden getestet wurde, die an malignen Erkrankungen litten .
Sie konnten zeigen, daß durch die intravenöse Verabreichung der TALL-104 Zellen eine
Remission der Tumore hervorgerufen wurde.
Yan und Mitarbeiter verglichen am Sloan Kettering Krebsforschungszentrum in New

York die zytotoxische Aktivität der Tall-104 und NK-92 Zellen und konnten zeigen, daß
NK-92 Zellen wesentlich zytotoxischer gegenüber malignen Zellen waren und ein breite-
res Spektrum an Zielzellen erkannten (8) . Es ist anzumerken, daß die TALL-104 Zellen
gegenwärtig in einer Phase I Studie an Krebspatienten getestet werden .
Aus den folgenden Gründen erwartet man von einer Behandlung mit NK-92 Zellen ei-

ne effektivere Abtötung maligner Zellen als durch LAK-Zellen, die aus peripherem Blut

gewonnen wurden:

1. LAK-Zellen werden aus peripheren mononukleären Blutzellen gewonnen, in denen sie

etwa 10 % der Lymphozytenfraktion repräsentieren . Um bei einer Expansion bzw.

Voraktivierung der NK-Zellen nicht auch die mit ca. 60 % vorhandenen und für eine

Graft versus Host-Reaktion verantwortlichen T-Zellen zu expandieren, ist eine auf-

wendige Anreicherung der NK-Zellen über Magnetsäulen notwendig .

2 . Dem Tumorwachstum im Patienten liegen wahrscheinlich Mechanismen zugrunde,

die es den malignen Zellen erlaubt haben, dem Immunsystem des Patienten zu ent-

kommen. Verwendet man die NK-Zellen eben dieses Patienten, ist anzunehmen, daß

solche Mechanismen immer noch wirksam sind . Einer dieser Mechanismen könnte zu

einer Toleranzinduktion gegenüber den Tumorzellen geführt haben, so daß die T- und

NK-Zellen des Patienten die Tumorzellen nicht als fremd erkennen . NK-92 Zellen da-

gegen stellen allogene NK-Zellen dar, die nicht tolerant gegenüber den Tumorzellen

sein sollten.

3 . Vergleichende Studien zwischen LAK-Zellen, die von gesunden Spendern gewonnen

wurden, und NK-92 Zellen bestätigen die überlegene zytotoxische Aktivität der NK-

92 Zellen . NK-92 Zellen töten ein breiteres Spektrum maligner Zellen . Dies trifft noch

für Effektor/Zielzellen Verhältnisse zu, bei denen keine LAK-Aktivität mehr nach-

weisbar ist (7) .
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1 .5 Präklinische Experimente zur Untersuchung der Sicherheit einer NK-92
Therapie

Um die immortalisierte NK Zell-Linie für eine Therapie bei Patienten einsetzen zu kön-
nen, mußte zunächst eine Bestrahlungsdosis bestimmt werden, bei der die Zellen selbst
nicht mehr proliferieren, in ihrer zytotoxischen Aktivität jedoch nicht eingeschränkt sind .

Untersuchungen im Labor des Mitantragstellers H.G . Klingemann (7) und am Memo-
rial Sloan Kettering Krebsforschungs Institut (9) haben ergeben, daß eine Bestrahlung
mit geringen Dosen von 500-1000 cGy das weitere Wachstum der NK-92 Zellen zuverläs-
sig verhindert . Diese Daten konnten zum einen durch 3H-Thymidin Proliferationsassays,
aber auch durch klonogene Assays in Methylzellulose bestätigt werden . Bei den hier be-
schriebenen Bestrahlungsdosen ist die Viabilität und die zytotoxische Aktivität der NK-92
Zell-Linie nicht wesentlich beeinflußt(10) . Untersuchungen an immuninkompetenten SCID
Mäusen haben ebenfalls bestätigt, daß die NK-92 Zellen selbst nicht tumerogen sind . In
Mäusen, welche mit verschiedenen Konzentrationen NK-Zellen intravenös, subcutan oder
intraperitoneal behandelt wurden, ließ sich keine Tumorbildung nachweisen (9) . Diese Un-
tersuchungen waren eine wichtige Voraussetzung für die Anwendung der Zell-Linie beim
Patienten .
Darüber hinaus waren Untersuchungen wichtig, die zeigten, daß NK-92 Zellen maligne

Zellen spezifisch erkennen und abtöten, aber allogene und gesunde Zellen des Patienten
nicht beeinträchtigten . Hierzu wurden NK-92 Zellen mit hämopoetischen Vorläuferzellen
inkubiert und die Proliferation der Stammzellen anschließend in einem clonogenen Assay
ausgewertet .

Es konnte gezeigt werden, daß NK-92 Zellen die Funktion der Stammzellen nicht beein-
flussen(7) . Darüber hinaus ergab eine Untersuchung mit humanen Hautzellen keine zyto-
toxische Aktivität der NK-92 Zellen (14) .
Wie bereits erwähnt, ist die systemische Verabreichung von IL-2, wie sie bei einer Thera-

pie mit autologen oder allogenen LAK-Zellen notwendig wäre, der limitierende Faktor für
eine entsprechende Therapie . Ein großer Vorteil der NK-92 Zellen besteht unter anderem
darin, daß noch 48 Stunden, nachdem man ihnen das IL-2 entzogen hat, ihre zytotoxi-
sche Aktivität in vollem Umfang erhalten bleibt (7) . Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
daß eine NK-92 Therapie ohne die zusätzliche systemische Gabe von IL-2 und den damit
einhergehenden Nebenwirkungen möglich ist .
Mit Hilfe der PCR konnte gezeigt werden, daß NK-92 Zellen negativ für die Erbsubstanz

der Viren HTLV 1, HIV, HCV, HSV1, HSV2 und CMV1 sind . Sie sind allerdings positiv
für das Epstein-Barr-Virus (EBV) (6) . Weiterführende Untersuchungen zu SV 40, Hepatitis
A und B, sowie Mykoplasmen sind jeweils vor einer Behandlung geplant .

1.6 Expansion der NK-92 Zellen

Die Expansion der NK-92 Zellen findet in Spinnerflaschen statt, in denen die Zellen unter
ständiger Agitation in 14 Tagen auf 1 - 109 Zellen pro Ansatz hochgezüchtet werden können .

Die Kultivierung findet in serumfreien und FDA-zugelassenem Medium (X-Vivo 10,
BioWhittaker) statt . Vor Anwendung am Patienten wird die entsprechende Charge NK-92
Zellen hinsichtlich bakterieller, virologischer und fungaler Kontaminationen mittels eta-
blierter Methoden im Blutspendedienst oder durch Hinzuziehen eines externen Labors
überprüft . Zusätzlich wird die zytotoxische Aktivität der expandierten und bestrahlten
NK-92 Zellen gegenüber der Zell-Linie K562 geprüft .



2 Rationale

Zieht man die zur Verfügung stehenden Daten in Betracht, kann davon ausgegangen
werden, daß einige Patienten mit malignen Erkrankungen von einer Behandlung mit in
vitro expandierten NK-92 Zellen profitieren werden.

Es ist anzunehmen, daß die Immuntherapie mit NK-92 Zellen eine Behandlungsform
darstellt, die andere Behandlungsformen wie z .B . chirurgische Intervention, Radiotherapie
oder Chemotherapie nicht beeinträchtigt .
Wir gehen davon aus, daß all jene Erkrankungen sensitiv gegenüber einer Behandlung

mit NK-92 Zellen sind, bei denen die NK-92 Zellen einen zytotoxischen Effekt gegen von
diesen Erkrankungen abgeleitete Zell-Linien gezeigt haben . Darüber hinaus kommen auch
all jene Erkrankungen in nage, bei denen in- der Vergangenheit positive Effekte durch
LAK-Zellen erzielt werden konnten . Hierzu zählen: Malignes Melanom der Haut, Nierenzell-
Karzinom (Hypernephrom), Leukämien, Multiples Myelom und Non-Hodgkin Lymphome,
sowie Neuroblastome.

3 Kriterien zur Auswahl der zu behandelnden Patienten

3.1 Eingangskriterien

3.1.1 Alter: > 18 Jahre
3 .1 .2 Modifizierter Karnofsky Index > 50
3 .1 .3 Patient hat sich von den toxischen Nebenwirkungen der Chemotherapie erholt
3.1 .4 Serum Kreatinin < 2 .0 mg/dL
3.1 .5 Keine Einschränkung der Leberfunktion, d.h . Serum-Bilirubin < 2 mg/dL
3 .1 .6 Bei Frauen im gebärfähigen Alter muß eine Schwangerschaft ausgeschlossen sein

3.1.7 Der Patient muß im Vollbesitz seiner geistigen Kräfte sein und seine Einwilligung zu

der Behandlung geben
3 .1 .8 Folgende Erkrankungen sind für eine Behandlung mit NK-92 vorgesehen :

Hämatologische maligne Erkrankungen ohne kurative Behandlungsmöglichkeit . Im ein-

zelnen :
Patienten mit Akuter lymphatischer oder myeloischer Leukämie (ALL/AML)

Chronisch myeloischer Leukämie
Non-Hodgkin Lymphom
Multiplem Myelom
Hodgkin Lymphom
Mamma-Ca
und bei denen es zu einem Rückfall nach autologer oder allogener Stammzelltransplan-

tation gekommen ist oder herkömmliche Behandlungsformen versagt haben, so daß nur

durch experimentelle Ansätze eine Aussicht auf Heilung besteht .

3.2 Ausschlußkriterien

3 .2.1 Aktive, symptomatische Beeinträchtigung des Zentralen Nervensystems (ZNS) .

3 .2.2 Unkontrollierte, lebensbedrohliche Infektionen

3.2 .3 Modifizierter Karnofsky Index < 50

3 .2 .4 Schwangerschaften oder stillende Mütter
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4 Studien Aufbau

Bei dieser Studie handelt es sich um eine offene, nicht kodierte, einarmige Phase I/II
Studie, bei der die Durchführbarkeit und Effizienz einer Infusion von bestrahlten NK-
92 Zellen bei Patienten mit fortgeschrittenen Tumorerkrankungen untersucht werden soll .
Wenn die erste Infusion gut vertragen wird, ist geplant eine zusätzliche Dosis (gleiche
Zellzahl) 2 Tage später zu geben . Gemäß dem Protokoll der Phase I, sollen 3 Patienten
mit jeder Zelldosis (109 , 3 - 109 , 1 - 101° pro m2 Körperoberfläche) behandelt werden.

Die höchste Dosis, bei der sich keine ernstzunehmenden Nebenwirkungen für den Pati-
enten ergeben haben wird in der Phase II eingesetzt, die zunächst 17 Patienten beinhalten
soll .

5 Ablauf der Behandlung

5 .1 Expansion der NK-92 Zellen

Die in vitro Expansion der NK-92 Zellen findet durch ca . 14-tägige Kultivierung der
Zellen in X-Vivo 10 Medium (BioWhittaker) statt . Anschließend werden die NK-92 Zellen
mit 1000 cGy bestrahlt . Die Zellen werden dann innerhalb von 3 Stunden transfundiert .

5.2 Zusatzbehandlung der Patienten

Die an der Studie teilnehmenden Patienten werden ab 2 h vor NK-92 Gabe mit 0,45%
NaCI/2,5% Glucose (3000m 1/24h m2Körperoberfläche) und 7,45 % KCl (60m1/24h M2Körperoberfläche)
hydriert . Beginnend am Tag der NK-92 Behandlung und für die darauffolgenden 5 Tage
werden täglich 200 mg/m2Körperoberfläche Allopurinol in drei Einzeldosen per os verabreicht .
Eine zweite NK-92 Gabe wird nur verabreicht, wenn bei der ersten Infusion keine ernst-
haften Nebenwirkungen (Grad II) aufgetreten sind.

Fünfzehn Minuten vor Transfusion der NK-92 Zellen wird die folgende Prämedikation
verabeicht :

Prednison 2 mg/kg
Clemastin (Tavegil®) 2 mg/m2Körperoberfläche i . v .

Die Prämedikation ist notwendig, da die NK-Zellen noch einige Zytokine freisetzen könnten,
welche beim Patienten zu ungewollten Nebenwirkungen führen könnten .

5.3 Parallel durchgeführte Medikation

Gestattet :
Alle Medikamente zur symptomatischen Behandlung der malignen Erkrankung.
Nicht gestattet :
Zytostatika innerhalb der letzten 3 Wochen und Bestrahlungen innerhalb der letzten 6
Wochen vor Beginn der NK-92 Therapie.

Die Verabreichung von Zytokinen, außer der Patient leidet unter einer lebensbedrohen-
den Infektion aufgrund einer Neutropenie . Hydroxyurea sollte 24 Stunden vor Beginn der
NK-92 Therapie abgesetzt werden .



5.4 Behandlung akut auftretender Nebenwirkungen :

Fieber

	

Paracetamol, Metamizol
Schmerzen

	

Paracetamol, Metamizol, Morphin
Übelkeit

	

Ondansetron 0 .15 mg/kg i.V . o .a . Substanz
Pruritus

	

Clemastin (Tavegil®) 2mg/m21<örperoberfläche i. v.
Rash, Urticaria Clemastin (Tavegil®) 2 mg/m'-Körperoberfläche i . V.
Anaphylaxie

	

NK-92 Infusion abbrechen,
Clemastin (Tavegil®) 2mg/m2Körperoberfläche i. V .
Epinephrine (1 :10 000) 5ml i . v.
Prednison 2mg/kg
02 und NaCI 0,9 % p . i . nach Bedarf

5 .5 Die Patienten werden bis auf weiteres stationär aufgenommen. Wenn keine Kompli-
kationen auftreten, können sie am Morgen nach der zweiten Dosis der Immuntherapie
entlassen werden .

6 Statistische Beurteilungen
6.1 . Die Phase I Komponente dieser Studie untersucht, ob die Infusion von 5 - 109
NK-92 Zellen/m2 gu t toleriert wird, wenn sie im Abstand von 2 Tagen insgesamt 2 Mal ver-
abreicht wird. Hierbei wird zunächst bei 3 Patienten mit einer Dosis von 1 . 109 Zellen/m2

begonnen . Wenn bei mindestens einem Patienten eine Toxizität _> II auftritt, werden 6 wei-
tere Patienten mit der gleichen Zelldosis behandelt, um festzustellen, ob die aufgetretene
Nebenwirkung reproduzierbar ist . Zur Steigerung der Dosis wird das modifizierte Fibonac-
ci Schema angewandt, bis eine Toxizität des Grades _> I bei zwei Patienten oder > II bei
einem Patienten auftritt . In der 2. und 3 . Dosis-Steigerung werden 3 - 109 NK-92 Zellen/m2 und
1 . 1010 NK-92 Zellen/m2 infundiert . Es wird angenommen, daß damit die geringste toxische
Dosis erreicht wird, wobei die geringste toxische Dosis definiert wird als die minimale Dosis
bei der eine Toxizität auftreten kann .

Die Phase Il Komponente dieser Studie wird in zwei Schritten gemäß der Methode
von Simon (14) angelegt . Diese Methode ist darauf angelegt, die Exposition von Patienten
gegenüber einer ineffektiven Therapie so gering wie möglich zu halten und gleichzeitig zu
bestimmen, ob eine bestimmte Behandlung eine ausreichende Wirksamkeit hat, um eine
Weiterentwicklung der Therapieform zu begründen. Nach der Behandlung von 17 Patienten
(1 . Schritt) werden die ermittelten Daten beurteilt und über eine Fortsetzung der Studie
entschieden (2 . Schritt) (siehe 6 .2) .

6.2 Die 0-Hypothese (Ho) testet, ob die Behandlung zu keinem nennenswerten Effekt führt.
Die Alternativhypothese besagt, daß die Wahrscheinlichkeit für Erfolg mindestens dem ge-
wollten Zieleffekt entspricht . Die unten aufgeführte Tabelle gibt die Ablehnungskriterien

der Hypothesen wieder, bei denen die mögliche Ansprechbarkeit auf ein nicht wirksames

Medikament (d.h . kein nennenswerter Effekt) 0.20 ist und die Ansprechbarkeit auf ein gut

wirksames Medikament (d .h . gewollter Zieleffekt) 0.40 ist, bei einer Irrtumswahrscheinlich-

keit von 10% (alpha = 0 .1 ; beta = 0.1) .
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Kalkulation für den 1 . Schritt der Phase II-Studie nach Simon (14)
Wahrscheinlichkeit ein nicht wirksames Medikament für effektiv zu halten alpha = 0.1

Wahrscheinlichkeit ein wirksames Medikament fälschlich abzulehnen beta = 0 .1

Möglicher Effekt ei-

	

Möglicher Effekt ei
nes nicht wirksamen

	

nes gut wirksamen
Medikamentes Medikamentes

0,20

	

0,40

7 Auswertung

Studiengröße des 1 .

	

Kein Erfolg der Stu-
Schritts der Phase

	

die wenn der mögli-
II

	

the Effekt <

17 Patienten

	

3 Patienten

Das bedeutet, daß der NK-92 Therapie kein Effekt zugeschrieben wird, wenn nur bei 3
oder weniger Patienten ein therapeutischer Effekt zu beobachten ist . Ist bei mehr als 3 von
17 Patienten ein Ansprechen auf die Therapie zu beobachten, wird dieser Effekt der NK-92
Therapie zugeschrieben .

7.1 Untersuchungen, die aus Sicherheitsaspekten durchgeführt werden

Komplette Anamnese, körperliche Untersuchung, Röntgenuntersuchung des Thorax und
EKG vor Behandlung. Körperliche Untersuchung täglich an Tag 1-5 . Am Tag 1 und Tag 3
der Therapie werden die Elektrolyte, AST, Bilirubin, Kreatinin, Harnsäure und Harnstoff
kontrolliert .

Differentialblutbild vor Behandlung und Tag 1-5 .

Feststellung der Infektionsparameter (HBV, HCV, HIV, CMV, EBV) .

Zur Feststellung einer möglichen in vivo Proliferation der NK-92 Zellen ist eine Un-
tersuchung des peripheren Blutes auf das Vorliegen eines Chimerismus vorgesehen. Diese
Untersuchung erfolgt semiquantitativ mit Hilfe molekularbiologischer Methoden in engen
Zeitabständen nach Therapie . Es ist darüber hinaus eine halbjährliche Kontrolle der Pati-
enten vorgesehen. Um eventuelle immunologische Abwehrreaktionen des Empfängers fest-
stellen zu können, wird vor jeder Behandlung und zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Transfusion ein Crossmatch durchgeführt, mit dem Antikörper gegen NK-92 Antigene
festgestellt werden können . Durch eine Mixed Lymphocyte Culture (MLC) soll untersucht
werden ob die NK-92 Transfusion ebenfalls zur Induktion einer T-Zell Antwort führt.

7.2 Untersuchungen zur Feststellung der Effizienz der NK-92 Behandlung

7.2 .1 Definition des Ansprechens auf die Behandlung

" Leukämie:

Komplette Remission (KR) :

Der Patient hat eine komplette Remisson erreicht, wenn folgende Kriterien erfüllt
sind :
- Im peripheren Blut sind keine leukämischen Blasten nachweisbar .



- Der Prozentsatz an leukämischen Blasten im Knochenmark beträgt weniger als
5%.

- Innerhalb von zwei Wochen nach einer Knochenmark-Punktion, bei der weniger
als 5 % Blasten festgestellt wurden, erholt sich das periphere Blutbild und er-
reicht Werte von Hb > 9 9/dL, Thrombozyten > 100 - 109 1/L, weiße Blutzellen
> 1,5 " 1091/L.

- Der Patient ist nicht transfusionspflichtig, d.h . unabhängig von Erythrozyten-
und Thrombozyten-Konzentraten.

Partielle Remission (PR) :

Der Patient hat eine partielle Remission erreicht, wenn folgende Kriterien erfüllt sind :
- Der Prozentsatz an leukämischen Blasten hat sich um die Hälfte verringert .

- Bei Vorhandensein von karyotypischen Abnormalitäten hat sich die Anzahl po-
sitiver Metaphasen um die Hälfte verringert .

Dauer einer KR oder PR:
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Die Dauer einer kompletten bzw . partiellen Remission ist definiert als die Zeit zwi-
schen der ersten Dokumentation der Remission, basierend auf dem Datum der Kno-
chenmarkentnahme bis zu der Dokumentation des Rückfalls . Um die Effizienz der
NK-92 Zelltherapie zu untersuchen, werden die Patienten, die eine Remission errei-
chen nur dann zusätzlich mit Chemotherapeutika behandelt, wenn sie einen Rückfall
erleiden .

. Lymphome und solide Tumoren

Die Tumorgröße wird sowohl vor als auch zu verschiedenen Zeitpunkten nach der

Behandlung bestimmt . Durch bildgebende Verfahren wird möglichst objektiv das Tu-

morvolumen bestimmt (Länge x Breite x Tiefe x 0,5) . Bei mehreren Lokalisationen

wird die Summe aller Einzelvolumina bestimmt . Je nach Lokalisation des Tumors fin-

den Ultraschall, Computer-Tomographie, NMR oder Röntgen-Untersuchungen An-

wendung. Kann die Größe nicht direkt ermittelt werden, wie z.B . bei Knochen-

Szintigrammen, sollte der prozentuale Unterschied von mindestens zwei Beobachtern

geschätzt werden .

Komplette Remission (CR) :

Abwesenheit jeglicher Manifestationen, Anzeichen und Symptome des zugrundelie-

genden Tumors, einschließlich biochemischer und röntgenologischer Nachweise, an

zwei unterschiedlichen Zeitpunkten für mindestens 30 Tage.
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1. Studienprotokoll der klinischen Studie bei erwachsenen Patienten

Partielle Remission :

Reduktion des gesamten Tumorvolumens um mindestens 1/3 für mindestens 30 Tage,
d. h . das Tumorvolumen wird an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt . Es
dürfen keine neuen Läsionen entstanden sein oder sich bereits bestehende Läsionen
vergrößert haben .

Stabile Krankheit/Keine Veränderung :

Keine objektive Veränderung bei meßbaren Tumoren (< 1/3 Zunahme oder Abnahme
des Tumorvolumens), sowie kein Auftreten von neuen Läsionen oder der Progression
von Läsionen während der ersten 90 Tage nach Studienbeginn .

Fortschreitende Krankheit (PD) :

Auftreten von neuen Läsionen oder Zunahme von meßbaren Läsionen um wenigstens
1/3 des Tumorvolumens .

Gesamt-Überleben und Progressionsfreies Überleben (PFS) :

Kalkulation ab dem Tag der Behandlung .
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1 Ziel

Standardarbeitsanweisung für den Betrieb des
Suspensions-Bioreaktors

Diese Standardarbeitsanweisung legt den Aufbau, den Betrieb sowie die Sterilisation und
Reinigung des perfundierten Suspensionsbioreaktors für die Kultivierung der natürlichen
Killerzelllinie NK-92 fest .

2 Geltungsbereich

Dieser Abschnitt muss an den jeweiligen Betrieb angepasst ausgefüllt werden .

3 Verantwortlichkeiten

Dieser Abschnitt muss an den jeweiligen Betrieb angepasst ausgefüllt werden .

4 Allgemeines

4.1 Baugruppen des Bioreaktors

" Reaktor (bestehend aus Reaktorgefäß mit Magnetrührstab, pH- und p02-Elektroden,

Magnetrührantrieb und Reaktorgestell)
" Zulaufpumpe .
" Ablaufpumpe .
" Medienvorlageflasche mit Verbindungsschlauch .

. Medienablaufflasche mit Verbindungsschlauch .

" Probenahmeschlauch mit Flasche .
" Wärmebad mit Zuleitungen .
" Filtereinheit für Gaszulauf mit Verbindungsschläuchen .

" Kondensatorflasche mit Verbindungsschlauch .

" Gasversorgungseinheit (bestehend aus Steuereinheit für die Gasmischung, Massen-

durchflussventile für 02, C02 und Druckluft, Gasflaschen für 02 und C02, Druck-

luftkompressor) .

4.2 Verwendete Bauteile

Bauteil
Reaktorgefäß
Reaktordeckel

ANHANGJ

Hersteller
Forschungszentrum Jülich, Jülich
Forschungszentrum Jülich, Jülich
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Bauteil
pH-Einstabmesskette
P02-Elektrode
pH-Verstärker
P02-Verstärker
pH-Verbindungskabel
P02-Verbindungskabel
Magnetrührantrieb
Schlauchpumpen
Wärmebad
Schnellkupplungen für Wärmebadzuleitung
Anschlussstutzen für Wärmebadzuleitung
Massendurchflussventile (02, C02, Luft)
Steuereinheit für Massendurchflussventile
Druckluftkompressor
Glasflaschen
Deckel für Glasflaschen
Deckeldichtungen für Glasflaschen
Einsätze für Deckel für Glasflaschen
Sterilfilter
Wasserbeständiger Sterilfilter
Schlauchverbinder
Pumpenschläuche
Schweißbarer Schlauch
Silikonschlauch
Teflonschlauch
Kabelbinder

4.3 Verwendete Materialien

Material

J. Standardarbeitsanweisung für den Betrieb des Suspensions-Bioreaktors

X-Vivo 10
Hitzeinaktiviertes humanes Plasma
Mediensupplement
Proleukin (IL-2)
Destiliertes Wasser

5 Detaillierte Arbeitsanweisung

Hersteller
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
IKA-Werke, Staufen
Watson-Marlow, Rommerskirchen
Lauda Dr. R. Wobser, Lauda
Walther, Wuppertal
Schott Glaswerke, Mainz
Brooks Instrument, Veenendaal, NL
Brooks Instrument, Veenendaal, NL
JUN-AIR Deutschland, Ahrensburg
Schott Glaswerke, Mainz
Schott Glaswerke, Mainz
Schott Glaswerke, Mainz
Forschungszentrum Jülich, Jülich
Gelman Sciences, Dreieich
Satorius, Göttingen
Carl Roth, Karlsruhe
Watson-Marlow, Rommerskirchen
Baxter Deutschland, München
BIW Isolierstoffe, Ennepetal
Bohlender, Lauda
Carl Roth, Karlsruhe

Hersteller

Bio Whittaker, Maryland, USA
Blutspendedienst Hessen, Frankfurt am Main
Blutspendedienst Hessen, Frankfurt am Main
Chiron GmbH, Ratingen
Blutspendedienst Hessen, Frankfurt am Main

Alle Arbeiten sind nach den geltenden Vorschriften in einer gentechnischen Anlage Si-
cherheitsstufe 1 durchzuführen . Bei allen Arbeiten unter der Sterilbank sind Kittel, Hand-
schuhe und Armschützer zu tragen . Die Bedienung von Gasflaschen, Druckluftkompressor,
Massendurchflussventilen, Steuereinheit für die Gasmischung, pH- und P02-Verstärker,
Wärmebad, Zulaufpumpe, Ablaufpumpe und Magnetrührantrieb erfolgt nach den Anlei-
tungen der Hersteller .
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pH-Verstärker

Schnellkupplungen

5 .2 Sterilisation des Bioreaktors

Abbildung 11: Wärmekreislauf und Messtechnik

5 .1 Montage und Aufbau des Bioreaktors

p02-Verstärker

I

Vor Montage des Bioreaktors sind alle Bauteile auf Sauberkeit zu prüfen und eventuell
mit einem Reinigungsmittel rückstandsfrei zu säubern. Die pH-Elektrode mit zugehörigem
Verstärker ist vor Einbau gemäß der Herstellerangaben zu kalibrieren . Das Zellrückhaltesieb
im Deckel des Bioreaktors ist auf Dichtigkeit zu überprüfen . Der Aufbau des Bioreaktors
erfolgt gemäß der Abbildung 11 bezüglich Wärmekreislauf und Messtechnik, gemäß Abbil-
dung J .2 auf der nächsten Seite bezüglich der Begasung und gemäß Abbildung J.3 auf der
nächsten Seite bezüglich des Medienzu- und Ablaufs. Alle nicht näher bezeichneten Verbin-
dungen sind mit Silikonschläuchen auszuführen. Alle Schlauchverbindungen sind zusätzlich
mit einem Kabelbinder zu sichern.

" Vor Sterilisation ist der Reaktor komplett zu montieren . Der Wärmekreislauf ist vom
Reaktor vollständig zu entfernen .

" pH- und p02-Verstärker mit Verbindungskabeln sind vom Reaktor zu entfernen.
" Massendurchflussventile für 02, C02 und Luft, inklusive Steuereinheit sowie die Gas-

flaschen und der Drucklu£tkompressor sind vom Reaktor zu entfernen.
" Alle anhängenden Flaschen und der Reaktor selbst sind mit destiliertem Wasser bis

zu einer Füllhöhe von 1 cm zu befüllen .
" Es ist darauf zu achten, dass kein Schlauch des Reaktors in irgendeiner Weise blockiert

ist .
" Ein Druckausgleich jedes Gefäßes muss durch Sterilfilter gewährleistet sein .

" Alle Sterilfilter sind mit Aluminiumfolie zu umhüllen und müssen mit ihrer Öffnung

nach oben zeigen .
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J. Standardarbeitsanweisung für den Betrieb des Suspensions-Biorealttors

Sterilfilter

Pumpenschläuche

Sterilfilter

Gasflaschen für
OZ und C02,
Druckluftkompressor

Abbildung J .2 : Schema der Begasung

Schlauchpumpen

Abbildung J .3 : Medien Zu- und Abläufe

Verstärker für
Massendurch-
flussventile

Massendurchfluss
-ventile für 0� CO,
und Luft

schweißbarer
Schlauch



5.3 Steriltestung, Inokulieren und Anfahren des Bioreaktors
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" Die Anschlüsse am Kopf der pH- und P02-Elektroden sind mit Aluminiumfolie zu
umhüllen .

" Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven bei 121 °C und 1,2 bar für 60 min .

" Die Verbindung des Filters am flexiblen Edelstahlschlauch des Bioreaktordeckels ist
mit einer Klemme zu verschließen .

" Die Verbindung des Filters des Deckels auf dem Probenahmestutzen des Bioreaktors
ist mit einer Klemme zu verschließen .

" Die Gaszuleitung sowie die Kondensatorflasche mit Verbindungsschlauch sind offen
zu halten .

" Während des Steriltests ist mit reiner Druckluft zu begasen .
" An dem sterilen Reaktor ist unter einer Sterilbank 0,5 L X-Vivo 10 in die Medienfla-

sche zuzugeben und innerhalb von 48h als Steriltest durch den Reaktor zu leiten .
" Während des Steriltests ist die P02-Elektrode gemäß Herstellerangaben zu kalibrie-

ren .
. Nach erfolgreichem Steriltest ist das komplette Kulturmedium unter einer Sterilbank

in die Medienflasche zu füllen .
" Unter einer Sterilbank sind über den seitlichen Stutzen des Bioreaktors die Zellen zu

inokulieren .
" Vom Inokulum ist aus dem Reaktor eine Sterilprobe zu entnehmen .
" Die Verbindungsschläuche der Medienvorlage- und Medienablaufflasche sind mit einer
Klemme zu verschließen .

" Der Probenahmeschlauch darf nicht mit Flüssigkeit gefüllt sein .
" Medienzu- und Medienablaufpumpe bleiben zum Anfahren des Reaktors ausgeschaltet

(Batch-Betrieb) .
" Magnetrührantrieb auf 300 U/min.

" Gaszulauf: 5 L/h bestehend aus 91 % Druckluft und 9 % 002-
" Wärmebad: externe Temperatur des Wärmebades zwischen 36,5 und 37 °C . Die Re-

gelung des Wärmebades erfolgt am internen Wert .

5 .4 Betrieb des Bioreaktors

Der Betrieb des Bioreaktors erfolgt in einer Wanne, die das gesamte Volumen des Reak-

tors inklusive aller anhängenden Flaschen auffangen kann . Alle Arbeiten, die ein Öffnen des

Bioreaktors erfordern, müssen unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank erfolgen .

Die Medien- und die Abfallflasche sind bei 4 °C zu lagern .

5 .4.1 Während des Betriebes einzuhaltende Parameterbereiche

" pH-Wert<7,3 .
" p02 zwischen 30 und 100% Luftsättigung .
" Temperatur des Bioreaktors (= externe Temperatur des Wärmebades) : 36,5-37 °C .

" Drehzahl des Magnetrührantriebs zwischen 150 und 700 U/min.

" Vordruck vor den Massendurchflussventilen : 1,5-2 bar .
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J. Standardarbeitsanweisung für den Betrieb des Suspensions-Bioreaktors

5.4.2 Tägliche Wartung

" Optische Kontrolle der Dichtigkeit aller Schläuche und Verbindungen.
" Kontrolle des Füllstandes des Reaktors .
" Kontrolle der Funktion des Gaszulaufs und des Gasablaufs .
" Ablesen und Protokollieren des pH- und P02-Wertes .
" Kontrolle des Füllstandes und der Temperatur des Wärmebades .
" Kontrolle der Medien- und Abfallflasche .
" Kontrolle des Füllstandes im Probenahmestutzen und eventuelle Entlüftung desselben

(eine Entlüftung darf grundsätzlich nur bei unterbrochener Gaszufuhr durchgeführt
werden) .

" Probenahme (siehe Abschnitt �Vorgehen bei der Probenahme") .

5.4.3 Wöchentliche Wartung

" Kontrolle des Drucks der Gasflaschen und der Druckhalteventile .
" Entlüftung des Ölfilters am Druckluftkompressor .

5 .4.4 Vorgehen bei der Probenahme

" Vor der Probenahme muss der Probenahmeschlauch gespült werden .
" Die Probenahme erfolgt durch Einleiten von Zellsuspension in den Probenahme-

schlauch und anschließendes steriles Abschweißen eines 16 cm langen Schlauchstückes .
" Nach der Probenahme ist die restliche Zellsuspension im Probenahmeschlauch wieder

vollständig in den Reaktor zurückzuführen .
" Das abgeschweißte Stück Schlauch wird in ein kleines Reaktionsgefäß entleert .
" Die Zellen werden gezählt, die restliche Zellsuspension wird abzentrifugiert und der

zellfreie Überstand bei -20 °C eingefroren .

5 .4.5 Vorgehen bei außergewöhnlichen Betriebszuständen

" Es ist darauf zu achten, dass der Betriebszustand stabil ist und sich nicht in kurzer
Zeit (30 min) stark ändert. Andernfalls ist ein stabiler Betriebszustand abzuwarten .

" Sollte der Betriebszustand von in Abschnitt �Während des Betriebes einzuhaltende
Parameterbereiche" genannten Parametergrenzen abweichen, ist der entsprechende
Betriebsparameter so zu ändern, dass er die in Abschnitt 5.4.1 genannten Grenzen
einhält . In folgenden Fällen ist speziell entsprechend der Tabelle vorzugehen :

Ereignis
pH-Wert > 7,3

P02-Wert ~ 100%

P02-Wert < 30 %

Vorgehen
C02-Anteil im Gaszulauf um zwei Prozentpunkte erhöhen, eine
Stunde abwarten, den pH-Wert neu beurteilen.
02-Anteil im Gaszulauf um zehn Prozentpunkte verringern . (Falls
nur mit Druckluft mit oder ohne C02 begast wird, ist kein Vorge-
hen notwendig .)
Falls C02 zudosiert wird und der pH-Wert unter 7,1 liegt, die CO2-
Zufuhr abstellen . Unabhängig von der C02-Zufuhr 02-Anteil im
Gaszulauf um zehn Prozentpunkte erhöhen . Ist dies nicht mehr
möglich, ist die Drehzahl des Magnetrührantriebs um 100 U/min zu
erhöhen .



5 .4.6 Steuerung des Medienzulaufs und des Medienablaufs

5.4.7 Abernten der Zellen

5 .4.8 Sterilisation und Reinigung des Bioreaktors

6 Dokumentation

" pH-Wert .
" p02-Wert .

247

" Vor Betrieb des Medienzu- oder Medienablaufs sind die Klemmen von den Schläuchen
zu entfernen .

" Ist eine Zelldichte von über 6 - 105 vitale Zellen/mL überschritten, ist das Füllvolumen
mit Frischmedium innerhalb von maximal 24h zu verdoppeln . Dabei ist die maximale
Füllmenge des Bioreaktors von 550mL in jedem Falle einzuhalten .

" Ist der Reaktor vollständig gefüllt, ist nach folgender Tabelle vorzugehen:

" Vor dem Abernten ist eine Probe für einen Steriltest zu entnehmen .
" Für das Abernten der Zellen ist an die Stelle der Probenahmeflasche ein steriler Beutel

mit mindestens 550 mL Volumen angeschweißt .
" Der vollständige Reaktorinhalt ist in den Beutel zu leiten, der danach steril abge-

schweißt wird .

" Der Wärmekreislauf ist vom Reaktor vollständig zu entfernen .
" pH- und p02-Verstärker mit Verbindungskabeln sind vom Reaktor zu entfernen .
" Massendurchflussventile für 02, CO2 und Luft, inklusive Steuereinheit sowie die Gas-

flaschen und der Druckluftkompressor sind vom Reaktor zu entfernen .
" Es ist darauf zu achten, dass kein Schlauch des Reaktors in irgendeiner Weise blockiert

ist oder mit Flüssigkeit gefüllt ist .
" Ein Druckausgleich jedes Gefäßes muss durch Sterilfilter gewährleistet sein .

" Alle Sterilfilter sind mit Aluminiumfolie zu umhüllen und müssen mit ihrer Öffnung

nach oben zeigen .
" Die Anschlüsse am Kopf der pH- und p02-Elektroden sind mit Aluminiumfolie zu

umhüllen .
" Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven bei 121 °C und 1,2 bar für 60 min .

" Nach dem Sterilisieren sind alle Bauteile gründlich zu reinigen .

Die folgenden Werte sind mindestens einmal täglich in dem zugehörigen Datenblatt

schriftlich zu protokollieren :

Überschrittene
Zellkonzentration
[vitale Zellen/mL]

Entsprechende Gesamt-
zellzahl [vitale Zellen]

Einzustellender Volumenstrom des
Medienzulaufs und Medienablaufs
(jeweils) [mL/d]

6,0 - 10'5 3,30 . 108 127
1 ,5 .106 8,25-108 190
3,0-106 1,65-109 254
6,0- 106 3,30-109 381
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J. Standardarbeitsanweisung für den Betrieb des Suspensions-Bioreaktors

" Zelll onzentration .
" Zellvitalitdt .

Für die folgenden Daten und Einstellungen ist jede Änderung in dem zugehörigen Daten-
blatt schriftlich zu protokollieren :

" Gasmischungsverhältnis .
" Gasvolumenstrom .
" Reaktorfüllstand .
" Einstellung der Medienzulaufpumpe .
" Einstellung der Medienablaufpumpe .
0 Rührerdrehzahl .



6 .1 Datenblatt für die tägliche Überprüfung des Bioreaktors

Bioreaktorlauf Nr. :

	

' Gestartet am:

	

Blatt Nr. :
Sonstiges :

Datum

	

Uhrzeit

	

pH-Wert

	

P02-Wert

	

Vitale Zellzahl Vitalität [%]

	

Name

	

Unterschrift

IN.]

	

I [Zellenlml]
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J. Standardarbeitsanweisung für den Betrieb des Suspensions-Bioreaktors

6.2 Datenblatt bei Änderung beim Betrieb des Bioreaktors

Bioreaktorlauf Nr. : Gestartet am: Blatt Nr. :

Sonstiges :

.c
yL
dW
C

d

Z

E
-2 3
L u
s.3

N
L
N w

3 ü
.92 E
c d

o.
E

w
m

ä
L
m
13 W
M ß -

N
:: C y

a
y
C

.o
pl E>

W C.

a
c
m

Y
f0 y

n
C
N r~
E L

>> E
W O(~ L
C7 N

01
N

N 3 -

~iN d 7
N C J

ö V
v O

.
d

.c



Die schwierigste Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es, den vielen Menschen,
die zum Gelingen beigetragen haben, auf nur einer einzigen Seite in angemes-
sener Form zu danken.

Mein Dank gilt besonders:

DANKSAGUNG

" Herrn Professor Dr . rer. nat . Christian Wandrey für die hervorragende wissenschaft-
liche Betreuung und die ebenso hervorragenden Arbeitsbedingungen

" Herrn Professor Dr.-Ing . Jochen Büchs für das Interesse an der Arbeit, die Übernahme
des Koreferates und die vielen hilfreichen Gespräche

" Herrn Professor Dr. rer . nat . Manfred Biselli für die sehr gute Betreuung, anregende
Diskussionen und die gewährten Freiheiten

" Frau Dipl.-Biol . Nanni Jelinek für die perfekte Symbiose und Synergie
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