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KURZFASSUNG - ABSTRACT

Fiir die ez vivo Expansion hdmatopoetischer Zellen, einer Schliisseltechnologie in der Krebs-
therapie, wurde im Rahmen der Arbeit ein System von Kultivierungstechniken entwickelt.
Der Festbettreaktor ermdglicht die Kultivierung hdmatopoetischer Zellen in Kokultur zu-
sammen mit stromalen Zellen und immobilisiert auf pordsen Mikrotragern. Dieses System
hat eine ausreichende Grofe um klinisch relevante Zellzahlen zu generieren. Dazu passend
wurde der Miniatur-Schlaufenreaktor entwickelt, der im 1 mL Mafstab mit geringer Zell-
zahl parallele Experimente erlaubt. Eine stromafreie Kultivierung in Suspension ermdoglicht
der neu entwickelte Suspensionsreaktor, der kontrollierte Kultivierungen in einem Volumen
zwischen 40 und 550 mL ermdoglicht. Durch eine integrierte Zellriickhaltung mittels Filtrati-
on kann die Kultur auch perfundiert mit Zelldichten von fiber 1-107¢/mL betrieben werden.
Fiir parallele Versuche im kleineren Mafistab wurde auch fiir die Suspensionskultur ein
miniaturisiertes System mit einem Kulturvolumen von 10mL entwickelt. Fiir die Opti-
mierung der Kultivierung hdmatopoetischer Vorlduferzellen konnten wichtige Erkenntnisse
gewonnen werden. Ein Einfluss der Werkstoffe, die fiir die Konstruktion der Kultursyste-
me verwendet wurden, konnte nachgewiesen werden. Die optimale Osmolalitidt konnte zu
0,31-0,32 Osmol/kg bestimmt werden. Neben den hidmatopoetischen Vorlduferzellen wurden
T-Lymphozyten als Beispiel fiir einen ausdifferenzierten Zelltyp im neuen Suspensionsre-
aktor effektiv vorkultiviert, um dann in einem 20 L-Riihrkessel eine klinisch relevante Zahl
von 2,9 - 1010 Zellen zu generieren. Der neue Suspensionsreaktor konnte dariiber 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 losten keinerlei
Abstofungsreaktionen aus.

In this work a system of culture techniques was developed for the ez 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+ 107¢/mL. Finally, a small scale spinner vessel of 10mL 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 - 1010 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 iiber 200 000 Menschen an einer Krebserkrankung. Das
sind etwa 25% aller Todesfélle, womit der Krebs nach den Kreislauferkrankungen die
zweithéufigste Todesursache darstellt [11]. Neue Therapieformen und gentechnische Ver-
fahren erdffnen in jiingster Zeit grofe Chancen in der Krebstherapie. Die Vermehrung von
blutbildenden, so genannten himatopoetischen Zellen (vom griechischen haima = Blut und
poiesis = Produktion) auferhalb des menschlichen Kérpers spielt hierbei eine Schliisselrol-
le. Die Kultivierung dieser Zellen in einem klinischen Mafstab stellt dabei nicht nur eine
biologisch-medizinische, sondern auch eine technische Herausforderung dar. Wahrend die
technische Entwicklung fiir die Kultivierung von Mikroorganismen und tierischen Zellkul-
turen heute als nahezu ausgereift gelten kann, gilt dies fiir 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 fiir 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 Vierséftelehre (Humoralpathologie) aufgestellt, in der das
Blut zu einem der vier Grundbausteine des Menschen gezdhlt wird. Diese Lehre hatte bis
in das 17. Jahrhundert Giiltigkeit. Erst 1628 beschrieb WILLIAM HARVEY in seiner Schrift
»De motu cordis et sanguinis in animalibus“ zum ersten Mal den groffen 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 fiir den Erhalt und die
Vermehrung von hidmatopoetischen Zellen zu entwickeln. Zu diesem Zeitpunkt waren die
Kultivierungstechniken fiir tierische Zelllinien bereits im industriellen Mafistab etabliert.

Eine mogliche Erklarung, dass dieses Thema erst seit relativ kurzer Zeit ernsthaft be-
arbeitet wird, ist auch das fehlende Zusammenwachsen der einzelnen wissenschaftlichen
Disziplinen. Eine solche Interdisziplinaritdt war in der Wissenschaft bisher selten {iblich.
Bei der Kultivierung hiamatopoetischer Zellen gilt dies nicht mehr. Auch fiir die Lésung der
hier auftretenden ingenieurtechnischen Probleme ist es von entscheidender Bedeutung, die
Grundlagen, die Anforderungen und die Ziele aller anderen Disziplinen zu verstehen und
zu beriicksichtigen. 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 fiir
die Kultivierung hdmatopoetischer 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 iiber die bevorzugte Kultivierungsstrategie von hé-
matopoetischen Zellen noch keine Entscheidung getroffen werden. Daher werden sowohl
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Abbildung 1.1: Die Struktur der vorliegenden Arbeit

Losungen fiir eine immobilisierte Kultur, als auch fiir eine suspendierte Kultur vorgestellt.
Dariiber hinaus gilt es neben Reaktoren in klinischem Mafstab, auch passende paralle-
lisierbare Kleinsysteme zu entwickeln. Nur mit ihrer Hilfe ist es méoglich, durch weitere
Forschungsarbeiten die Kultivierungstechnik zu verbessern.

Im Bereich der immobilisierten Kultur basiert diese Arbeit auf Vorarbeiten am Institut
fiir Biotechnolgie 2 der Forschungszentrum Jiilich GmbH, an dem aus einer bestehenden

Wirbelschicht-Reaktortechnik ein Festbettreaktor fiir die Kultivierung himatopoetischer
Zellen entwickelt wurde [172, 243].

Der Aufbau der Arbeit ist in Abbildung 1.1 gezeigt. Ausgehend von der Darstellung

der Grundlagen wird ab Kapitel 5 auf Seite 73 die Entwicklung der immobilisierten und
suspendierten Systeme parallel vorgestellt. Eine Etablierung der immobilisierten Systeme
ist dank der vorhandenen Vorarbeiten nicht n

otwendig. Die Ergebnisse der Anwendung
der neuen Systeme sind in Kapitel 8 auf Seite 111 dargestellt. Diese Anwendungen sollen
keine endgiiltigen Verfahrensoptimierungen darstellen, sondern die prinzipielle Funktions-
féhigkeit demonstrieren. Das abschliefende Kapitel 9 auf Seite 141 zeigt dann den Einsatz
des Suspensionsreaktors in einer klinischen Anwendung und damit ein konkretes Beispiel
einer Prozessoptimierung.



KAPITEL 2

Theoretischer Hintergrund

2.1 Die Expansion hidmatopoetischer Zellen als verfahrenstechnisches Pro-
blem

In der Verfahrenstechnik beschéftigt 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 fiir 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 durchzufithren und zu koordinieren. Besonders Sduge-
tierzellen kdnnen sehr komplexe, hochmolekulare Stoffe, wie zum Beispiel Antikdrper oder
glykosylierte Proteine, aus niedermolekularen N&hrstoffen generieren. Eine Besonderheit
ergibt sich aus der Moglichkeit der Zellen, sich selbst zu replizieren. Die Expansion, das
heiflt Vermehrung von Zellen, ist eine spezielle Form der Stoffumwandlung von niedermole-
kularen Stoffen in die Biomasse der Zellen (Abbildung 2.1). Dies gilt auch fiir die Expansion
h&matopoetischer Zellen.

Durch die Fortschritte in der Medizin und Biologie wird die ez vivo Expansion (ez vivo
= auRerhalb des Kérpers) von immer groferem praktischen Interesse und dadurch zum
konkreten technischen Problem. Die Verfahrenstechnik der Kultivierung himatopoetischer
Zellen hat die Aufgabe, eine solche Vermehrung von Zellen im klinischen Mafstab zu rea-
lisieren. Die Aufgabenstellung ist besonders komplex, weil hier die Stoffumwandlung von
N3hrstoffen in Biomasse von vielen entweder stark variierenden oder unbekannten Faktoren
abh#ingt. Die Variationen erkliren sich aus der Tatsache, dass es sich um Primérzellen han-
delt, also Zellen von individuellen Menschen. Diese sogenannte Spendervariabilitit ist nicht
nur ein biologisches Problem, sondern auch eine wichtige Randbedingung fiir die technische
Umsetzung. Die unbekannten Einflussfaktoren beruhen auf dem heute noch mangelhaften
Verstandnis der Zellen. Viele wichtige Faktoren, wie beispielsweise verschiedene Zytokine

Problemstellung

Verfahrenstechnik Stoffumwandlung

Stoffumwandiung mit lebenden
Organismen oder isolierten Enzymen

Zellkulturtechnik —p Stoffumwandlung mit héheren Zellen

Verfahrenstechnik Stoffumwandlung zu hamatopoetischen

fir die Kultivierung > Zellen (Produktion von Biomasse)
hamatopoetischer Zellen

Abbildung 2.1: Die Kultivierung von himatopoetischen Zellen in der Verfahrenstechnik
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Abbildung 2.2: Das Zusammenwirken von héimatopoetischen Zellen und Stroma

oder der Sauerstoffpartialdruck, sind aber bereits bekannt, und schon jetzt wird deutlich,
wie vielschichtig die Vorgéinge des Systems der menschlichen Blutbildung sind. Verfah-
renstechnische Methoden bieten neben der eigentlichen technischen Umsetzung auch neue
Mbglichkeiten, die Einfliisse 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 fiir die Kul-
tivierung zur Verfiigung stehen, nicht méglich, auf Standardtechniken, insbesondere der
tierischen Zellkultur, zuriickzugreifen. Um eine kontrollierte Kultur zu ermdglichen, muss
daher auch eine kontrollierte Reaktortechnik in vergleichsweise kleinstem Mafstab ent-
wickelt werden. Auf der anderen Seite stammen die meisten Ergebnisse der Hamatologie
aus Laborversuchen im Milliliter-Mafistab. Diese Ergebnisse gilt es auf klinisch relevante
Groke zu iibertragen. Essenzielle Grundlage jedes anwendungsorientierten Ansatzes ist je-
doch das Wissen und Verstéindnis iiber die Vorginge im himatopoetischen System. Die
Kenntnis der biologischen Zusammenhénge ist ein wichtiger Schliissel fiir die technische

Losung, weshalb zun#chst der biologische Hintergrund der Problemstellung erldutert wird,
bevor die technischen Aspekte vorgestellt werden.

2.2 Das hdmatopoetische System

2.2.1 Ort der Hamatopoese

Die Hématopoese, also die Blutbildung, findet im erwachsenen Menschen hauptséchlich
im roten Knochenmark statt. Dieses befindet sich in den grofen Rohrenknochen, dem
Beckenkamm und dem Schédelknochen [283]. Die hiimatopoetischen Zellen liegen hier in
einem Bindegewebe, das als Stroma, (griechisch fiir Bett) bezeichnet wird. Stroma besteht
aus verschiedenen Zelltypen (Fibroblasten, Endothelzellen, Adipozyten, Makrophagen und
anderen) und extrazelluldrer Matrix (einer Mischung aus Faserproteinen, wie Kollagen,
Laminin und Fibronektin, und Glykosaminoglykanen) [272, 299, 275]. Die Interaktionen
zx.zvischen héimatopoetischen Zellen, stromalen Zellen und Extrazellular-Matrix sind extrem
vielféltig und in Abbildung 2.2 angedeutet (vgl. auch [158] oder [51]). Innerhalb des Kno-
Shenmarks findet die komplette Reifung neuer Blutzellen statt, die dann in die Blutbahn
iibergehen. 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 zun#chst nicht im Knochen-
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Abbildung 2.3: Das hdmatopoetische System

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

2.2.2 Aufbau des himatopoetischen Systems

Das himatopoetische System ist trotz intensivster Bemithungen bislang noch nicht voll-
sténdig bekannt. Dies liegt einerseits an der hohen Komplexitdt der Interaktionen der
himatopoetischen Zellen mit sich selbst und mit anderen Zellen des menschlichen Orga-
nismus, zum anderen an den immer noch mangelhaften Moglichkeiten, 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 groke Richtungen der hdmatopoetischen Zellentwicklung, die lymphoide (,lym-
phozytenshnliche*) und die myeloide (,knochenmarkéhnliche“) Reihe. Durch Proliferation
und Ausdifferenzierung der Stammzelle entstehen die sehr frithen Vorlduferzellen, auch fri-
he Progenitoren genannt, die nicht mehr in alle Zelltypen differenzieren kénnen. Man nennt
sie daher pluripotent. Je weiter die Proliferation und Reifung fortschreiten, umso mehr wer-
den die Méglichkeiten, in die verschiedenen Richtungen auszudifferenzieren, eingeschrénkt.
Ab einer gewissen Stufe sind die Zellen vollstindig auf einen bestimmten Zelltyp festge-
legt, zu dem sie endgiiltig heranreifen. Die Ausdifferenzierung ist ein flieRender Prozess.
Die Differenzierungs-Stufen, dargestellt in Abbildung 2.3, sind daher weniger als distink-
te Stufen der biologischen Vorgénge zu verstehen, sondern vielmehr als Einteilungen, die
durch die Moglichkeiten der Analyse der Zellen bedingt sind.
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Tabelle 2.1: Reife Blutzellen, ihre Aufgabe, Anzahl im Blut und Lebensdauer (nach 2D

Zelltyp Hauptfunktion Konzentration Lebensdauer
im Blut [C/ mL]
NK-Zellen Abtdtung von Virus-infizierten 1-10° 7-500 Tage

Zellen und eigenen Tumorzel-

len (antigenunabhéngige Im-
munantwort)

T-Lymphozyten Zellvermittelte Immunités 1-108 7-500 Tage
(antigenspezifische Immunant-
wort)

B-Lymphozyten Produktion von Antikérpern 2108 unbekannt
(antigenspezifische Immunant-
wort)

Basophile Granulozyten Immunabwehr parasitéirer In- 4104 wenige Stunden
fektionen

Eosinophile Granulozyten Zerstorung groferer Parasiten 2-10° 3-8 Stunden
und Modulation allergischer
Reaktionen

Neutrophile Granulozyten Phagozytose und Zerstorung 5.108 6-9 Stunden
einwandernder Bakterien

Monozyten Werden in Geweben zu Makro- 4.10° 3-6 Tage
phagen, die beschédigte Zellen
und Bakterien phagozytieren

Thrombozyten Blutgerinnung

108 1 Woche
Erythrozyten Transport von O2

-10° 4 Monate

o W

Die Blutzellen haben im Organismus vielfiltige Aufgaben, sind aber in die Katego-
rien Transport (Erythrozyten), Wundschutz (Thrombozyten) und Abwehr (zum Beispiel
I];ylrlnphoiyten, natiirliche Killer (NK)-Zellen, Granulozyten, Makrophagen) einzuteilen (Ta-

elle 2.1).

Die reifen Blutzellen lassen sich relativ gut anhand ihres Phénotypus charakterisieren.
Vorlduferzellen kénnen phinotypisch nur unzureichend beschrieben werden, weshalb zur
eindeutigen Identifizierung biologische Assays notwendig sind. In der myeloiden Reihe un-
terscheidet man zwischen verschiedenen koloniebildenden Vorlauferzellen, Colony-Forming
Cell (CFC) oder Colony-Forming Unit (CFU) genannt, die in Tabelle 2.2 auf der néchsten
Seite dargestellt sind. Eine Sonderbezeichnung erhilt hier eine Erythrozytenvorlduferzel-
le, die so genannte Burst-Forming Unit-Erythroid (BFU-E). Noch frithere Zellen sind die
Cobblfastone Area Forming Cells (CAFC), die Long Term Culture-Initiating Cells (LTC-IC)
und die Mouse Repopulating Cells (MRC). Abbildung 2.4 auf der niichsten Seite zeigt die

einze%nen detektierbaren Einteilungen der Ausdifferenzierung. Eine genauere Beschreibung
der einzelnen Assays findet sich in Abschnitt 3.5.3 auf Seite 43.

2.2.3 Phinotypisierung der Zellen

Wé}.lrend sich ausgereifte Zellen vielfach schon an ihrem optischen Erscheinungsbild iden-
t1ﬁz1er.c.en lassen, ist dies bei Vorlauferzellen nicht méglich. Eine Analyse der Oberflsichen-
mo}ekule der .Zellen bietet die Moglichkeit, auch Vorlsuferzellen zu phinotypisieren. Die
mglsten Bezeichnungen dieser Molekiile sind internationa) in der Cluster of Diﬁ?eI:enti—
a?lon.(CD)-Nomenlilatur normiert. Es kénnen auf diese Weise jedoch keine Aussagen iibe
die biologische Funktionalitét von Zellen gemacht werden, weshalb sich die bioligischeri
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Tabelle 2.2: Koloniebildende Zellen und die zugehorigen ausdifferenzierten Blutzellen

Koloniebildende Vorlduferzelle Ausdifferenzierte Blutzelle

BFU-E Erythrozyten

CFU-E Erythrozyten

CFU-GEMM Granulozyten, Erythrozyten, Megakaryozyten und Monozyten
CFU-GM Granulozyten und Monozyten

CFU-G Granulozyten

CFU-M Monozyten

CFU-Meg Megakaryozyten

CFU-Eo Eosinophile Granulozyten

CFU-Ba Basophile Granulozyten

zunehmende Ausdifferenzierung

v

A

geringere Ausdifferenzierung

O0—-0—~0— —-0—-0—0—0

totipotente  pluripotente MR LTC-IC CAFC CFC ausdifferenzierte
Stammzelle  myeloide Zelle
Progenitorzelle

| | | |
| | |

nicht detektierbar detektierbar mit biologischen Assays detektierbar durch
Phanotypisierung

Abbildung 2.4: Die detektierbaren Zellen der myeloiden Reihe

Assays nicht ersetzen lassen. An den Oberflichenmolekiilen kdnnen nur mehr oder weni-
ger groRe Subpopulationen identifiziert werden. Je weiter eine Zelle ausdifferenziert, um so
grofer ist die Zahl der bekannten Oberflichenmolekiile. Auf Monozyten sind zum Beispiel
weit tiber 50 Oberflichenmolekiile bekannt (siehe auch [8]).

Das wichtigste Oberflichenmolekiil im Rahmen dieser Arbeit ist CD34 [130]. Es befindet
sich auf etwa 1 % der himatopoetischen Zellen aus dem Knochenmark [126] und wird als der
allgemeine Marker der friihen Vorléuferzellen angesehen. Eine Aufreinigung einer Zellpopu-
lation auf frithe Vorliuferzellen wird deshalb auch anhand des CD34-Oberflichenmolekiils
durchgefiihrt. Eine Liste aller relevanten Oberflichenmolekiile dieser Arbeit ist in Tabel-
le 2.3 dargestellt.

Tabelle 2.3: Relevante Oberfliichenmolekiile ausgewéhlter hdmatopoetischer Zelltypen

Zelltyp Oberflaichenmolekiile
Himatopoetische Vorlduferzellen CD34, CD4b
T-Lymphozyten CD3, CD4, CD8
B-Lymphozyten CD19

NK-Zellen CD16, CD56
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2.2.4 Die Definition der Stammzelle

Die himatopoetische Stammzelle ist bis heute nicht detektierba.r. Sie ist Viel"mehr eine
allgemein anerkannte Definition. Da bekannt ist, dass die detektierbaren Vorlduferzellen
und die daraus hervorgehenden reifen Blutzellen nur eine begrenzte Lebensdauer haben
(siche Tabelle 2.1 auf Seite 6), die Zahl der reifen Blutzellen aber ein I\{Ienschenlebe?
lang durch das himatopoetische System konstant gehalten wird, muss es eine Quelle f.ur
neue Zellen geben. Die Zellen, die diese Quelle darstellen, miissen demnach fihig sein,
sich ohne Ausdifferenzierung zu teilen. Zusitzlich miissen sie in der Lage sein, in sémtliche
Blutzelltypen auszudifferenzieren. Zellen mit diesen Fahigkeiten, 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 néchsten Seite). Die eine Moglich-
keit ist, dass bei der Teilung der Stammzelle eine Tochterzelle als Stammazelle verbleibt,
wahrend die andere Tochterzelle beginnt, auszudifferenzieren. Durch eine solche asymmetri-
sche Teilung bliebe die Population von Stammzellen im Korper zahlenmafig in jedem Falle
konstant. Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass sich die Stammzelle teilt und bei-
de Tochterzellen zunichst Stammzellen bleiben. Einzelne Stammzellen miissten dann auf
einen Stimulus hin beginnen, auszudifferenzieren. Bei dieser symmetrischen Teilung wére
eine Steuerung des Vorganges notwendig, um immer eine ausreichende Zahl von Stammzel-
len beizubehalten. Welche dieser Moglichkeiten dem Verhalten der Stammazelle entspricht,
ist noch nicht nachgewiesen. Es ist bekannt, dass schon 10000 Stammazellen in der Lage sind
in Organismen ein zerstortes himatopoetisches System wiederherzustellen [35]. Aus diesem
Grund ist es wahrscheinlicher, dass eine symmetrische Teilung méglich ist. Die Frage hat
auch praktische Relevanz. Will man eine ez vivo Vermehrung der Stammazellen 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 {iberhaupt einen einzelnen Zelltypus darstellt oder
vielmehr eine heterogene Gruppe von Zellen. So ist beispielsweise bis heute umstritten, ob
di.e Stammzellen den Oberflichenmarker CD34 tragen oder nicht [14, 69, 188, 187, 238].
Die widerspriichlichen Resultate deuten sehr darauf hin, dass es sowohl CD34-positive,

wie negative Stammzellen gibt. Demnach wire die Stammazellpopulation in jedem Falle
heterogen.

2.2.5 Das Potenzial des Systems

Das Vermehrungspotenzial einer sich ausdifferenzierenden Zelle ist enorm. So kdnnen aus
einzelnen CFC in zwei Wochen iiber 10000 (>2!3) terminal ausdifferenzierte Zellen ent-
stehen [55]. Diese grofie Vermehrungsféhigkeit ist zwingend notwendig
grenzte Lebensdauer der ausdifferenzierter Zellen beriicksichtigt ( :
In einem gesunden Erwachsenen miissen téglich etwa 400 Milliard

zellen ersetzt werden [126]. Im Falle einer Stérung des Gleichgewichts, wie zum Beispiel

‘i);i einem stc:larkenlBlutverlust, kann diese Zahl noch betréchtlich steigen. Im Falle der Ery-
ropoese, der Bildung roter Blutkérperchen, kann sich bei Bedarf di i i
zu einem Faktor 30 erhghen [58]. ¥ e Zellproduldion bis

wenn man die be-
Tabelle 2.1 auf Seite 6).
en ausdifferenzierte Blut-

. Es ist ansatzweise maglich, die Leistungen des hamatopoetischen Systems zu charakteri-
sieren. Das Gesamtvolumen des roten Knochenmarks betréigt etwa 1,4 Liter [283], bei einer
]?mhte der hématopoetischen Zellen von ca. 3 — 9 . 108¢/mr [58]. Eir’x Erwachsené:r fiigt
Hber fast fiinf Liter Blut, womit jedem Milliliter Knochenmark etwa 3,5 ml, Blutvecf urgl
tiberstehen. Aus dem téglichen Bedarf von h&imatopoetischen Zellen errc,achnet sich sgoge?n(;
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Abbildung 2.5: Die beiden prinzipiellen Moglichkeiten einer Teilung der Stammzelle

Verdoppelungszeit der Gesamtzellzahl im Knochenmark von etwa zwei Tagen. Damit ist
das hiamatopoetische das am schnellsten proliferierende System des menschlichen Korpers
[126].

Man geht weiterhin davon aus, dass nur weniger als 10% der hamatopoetischen Knochen-
markzellen zu den Stammzellen gezéhlt werden kénnen [58] und iiber 90 % der Stammzellen
ruhen, sich also in der Gg-Phase befinden [126]. Setzt man auch hier eine Verdopplungs-
zeit von zwei Tagen fiir eine Stammzelle an, ergibt sich, dass sich aus einer einzelnen
Stammzelle etwa 107 reife Blutzellen entwickeln kdnnen. 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 ungefdhr 10 Teilungen.
Die Ausdifferenzierungs-Vorginge der CFC sind relativ gut untersucht, die von der Stamm-
zelle zur CFC sind dagegen fast unbekannt. Der unbekannte Teil der Differenzierung macht
also iiber 40 % aus, was das Ausmaf der Unwissenheit iiber das hématopoetische System
verdeutlicht.

2.2.6 Die Regulation des Systems

Neben den in Abbildung 2.2 auf Seite 4 genannten Interaktionen zwischen den himatopoe-
tischen Zellen und der Extrazellulir-Matrix beziehungsweise den stromalen Zellen spielen
Wachstumsfaktoren, die so genannten Zytokine, eine Schliisselrolle in der Regulation des
hématopoetischen Systems. Zytokin ist ein relativ weiter Oberbegriff fiir eine Gruppe von
Peptiden. In vivo (= im lebenden Organismus) sind sie relativ kurzlebig und kénnen so-
wohl stimulierende als auch hemmende Wirkung haben. Sie werden von stromalen und
himatopoetischen Zellen, aber auch von Zellen ganz anderer Gewebe des Korpers gebildet
und sind bereits im piko- oder nanomolaren Bereich wirksam [84]. Die Trennlinie zwischen
stimulierenden und inhibierenden Faktoren ist dabei nicht scharf zu ziehen. Viele Zytokine
haben sowohl stimulierende als auch inhibierende Eigenschaften. Teilweise héingt dies nicht
nur davon ab, welcher Zelltyp angesprochen wird, sondern auch von der Konzentration.
Dasselbe Zytokin, das zum Beispiel in geringer Konzentration stimuliert, kann in hohe-
ren Konzentrationen inhibierend wirken. Hinzu kommt, dass viele Wachstumsfaktoren ein
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synergistisches Zusammenwirken zeigen. Jeder Faktor fiir sich stimul.ier.t dar.lach yvenig,
zusammen ergeben sich aber starke Wirkungen auf die Zellen [201]. Beispiele sind die syn-
ergistischen Eigenschaften von FLT-3 Ligand (FL) und Stem Cell Factor (SCF) [611 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 iiber einzelne Wirkungen von Einflussfaktoren, wie Zytokinen, Stroma und
extrazelluliirer Matrix bekannt ist, so wenig kann iiber das Zusammenspiel dieser Faktoren
im System der Hamatopoese gesagt werden. Bis heute gibt es keine umfassenden Untersu-
chungen, die die (Wechsel-) Wirkungen der verschiedenen Einfliisse als Ganzes betrachten
und so ein geschlossenes Bild der Regulation ermoglichen. Daher ist es auch noch nicht
gelungen, ein funktionsfihiges mathematisches Modell der Hamatopoese aufzustellen. Die
Bemiihungen um eine Modellbildung werden in Kapitel A auf Seite 185 genauer betrachtet.

2.3 Gewinnung himatopoetischer Zellen
2.3.1 Primarmaterial

Ein Grund fiir das groRe therapeutische Potenzial der himatopoetischen Zellen ist die re-
lativ leichte Moglichkeit, priméres, das heit von einem Spender stammendes, Zellmaterial
zu gewinnen. Dadurch ist zum einen die klinische Anwendung erleichtert, insbesondere
kann aber auch sichergestellt werden, dass geniigend Material fiir die Forschung und Ent-
wicklung zur Verfiigung steht. Prinzipiell gibt es drei Quellen, aus denen Primérmaterial

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 Hamatopoese ist eine offensichtliche Quelle fiir blutbil-
dende Zellen. Bei der Gewinnung priméren Knochenmarks werden zudem nicht nur die
himatopoetischen 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 grofen Zahl an Zellen, die man erh#lt und darin, dass man neben
den himatopoetischen Zellen auch das Stroma des Spenders gewinnt.

2.3.1.2 Peripheres Blut

Im Blutkreislauf des Menschen befinden sich iiblicherweise nur reife Blutzellen. Die Vorldu-
ferzellen und besonders die Stammzellen halten sich im Knochenmark auf. Eine normale
Bl}ltspende ist daher nur eine Moglichkeit zur Gewinnung von reifen Zellen, wie zum Bei-
spiel Lymphozyten. Mdchte man Stamm- und Vorlguferzellen gewinnen sc; miissen diese
Zellen vor der Blutentnahme stimuliert werden, vom Knochenmark in dex’l Blutkreislauf zu
wandern. Diesen Vorgang nennt man Mobilisierung. Dabei werden dem Spender geringe
Dosen von Chemotherapeutika, Wachstumsfaktoren, wie Granulocyte Colony-Stimilatirg:

Fam‘ctor (G-CSF) oder Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor (GM-CSF) odegr
Mlschur%gen aus beiden verabreicht. Diese Gabe fiihrt dazu, dass Stamm- und Vorlaufer-
ze‘llen f1:1r eine gewisse Zeit in den Blutkreislauf iibergehen. Die Zellen siedeln sich danach
wieder im Knochenmark an. Dieses Phinomen wurde zuerst bei Patienten nach Chemothe-

rapien beobachtet [226] — d ; ) . _
werden [265]. [226] ~ der genaue Mechanismus konnte jedoch bis heute nicht geklirt
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Wahrend dieser mobilisierten Phase konnen die frithen 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 zurtickgefiihrt. In der
Leukozytenfraktion, dem Leukaphereseprodukt, sind dann die frithen Zellen enthalten. Um
ausreichende Mengen von Progenitorzellen zu erhalten (1 — 8 -10° CD34%-Zellen pro kg
Koérpergewicht 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 mogliche Quelle von Stamm- und Vorlauferzellen ist das Blut der Nabelschnur-
vene und der Plazenta bei neugeborenen Kindern. Wie im Abschnitt 2.2.1 auf Seite 4
erwahnt, hat sich die Blutbildung zum Zeitpunkt der Geburt noch nicht vollsténdig in das
Knochenmark verlagert. Daher ist das periphere Blut von Neugeborenen reich an Stamm-
und Vorléuferzellen. 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 Verfiigharkeit dieser Spenden hat dazu gefithrt, dass grofe Nabelschnurblutbanken mit
weit iiber 10000 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 fiir den Empfinger immer Fremdmaterial darstellt. Eine Eigenspende, wie
sie beim Knochenmark und peripheren Blut mdglich 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 nichsten Seite). Beim
Knochenmark kénnen zuerst die stromalen Zellen abgetrennt werden. Dabei macht man
sich die Adhérenz dieser Zellen zunutze. Wihrend die stromalen Zellen nach kurzer Zeit
fest an einer Oberfliiche haften, konnen die nicht adhérenten himatopoetischen Zellen mit
Kulturmedium abgespiilt werden. Unter den hématopoetischen Zellen sind nur die Mono-
zyten adhsrent. Durch ein #quivalentes Adhérenzverfahren werden diese auch hiufig aus
den stromafreien Spenden aus peripherem Blut und der Nabelschnur entfernt. Aus den
iibrigen hamatopoetischen Zellen kénnen dann die Erythrozyten und Thrombozyten durch
cine Dichtegradienten-Zentrifugation entfernt werden (siehe Abschnitt 3.3.2 auf Seite 39).
Ubrig bleiben nun nur noch die Zellen mit einem Kern, weshalb diese Fraktion mononu-
kleiire Zellen (MNZ) genannt wird. Eine weitere Aufreinigung in Subpopulationen kann
mithilfe der Oberfiichenmolekiile erfolgen. Ublich ist die Aufreinigung nach CD34 (siehe
Abschnitt 8.3.2.1 auf Seite 39). Diese Fraktion enthélt die frithen Vorlduferzellen.



12 2. Theoretischer Hintergrund

Knochenmark Adharenzvertahren

(Abtrennen von stromalen
Zellen und Monozyten)

Dichtezentrifugation
{Abtrennen von Erythrozyten

. o und Thrombozyten)
Mononukleare Zellen

Aufarbeitung mit Oberflachenmarkern
(Abtrennen von reifen und weit
ausdifferenzierten Zellen)

CD34"-Zellen

Abbildung 2.6: Aufarbeitung himatopoetischer Zellen in Subpopulationen

2.3.3 Zelllinien

Die meisten Zellen eines Organismus haben eine begrenzte Lebenszeit. Sie kénnen sich also
nicht unendlich oft teilen. Einer ez vivo Kultivierung dieser Zellen ist daher eine natiirliche
Grenze gesetzt. Manchmal passiert es jedoch, dass sich wihrend der Kultivierung Zellen
genetisch so verindern, dass sie sich unendlich oft teilen kénnen. Eine solche Zelle nennt
man eine kontinuierliche Zelllinie. Die meisten heute gebréuchlichen Zelllinien entstam-
men aber nicht einem solchen Zufallsprodukt, sondern wurden gezielter gewonnen. Hierfiir
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 Korpers. 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
urspriinglichen Gewebes. Eine grofe Zahl von Tumorzelllinien aus adhérenten Geweben
verliert beispielsweise diese Adhirenz und wéchst vorzugsweise in Suspension. Wenn man
sie mit den Ursprungszellen vergleichen mdchte, ist daher besonders wichtig, die Funktio-
nalitét der Zelllinie zu priifen.

Die zweite Methode fiir 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 fiir die Unsterblichkeit eingebracht. Durch dieses Vorgehen
kénnen die Eigenschaften der Zelllinie gezielt beeinflusst werden. Jedoch ist es auch hier
r;ég%i;i,h, dass sich die Zelllinie in wesentlichen Punkten von der Ursprungszelle unterschei-

et |2|.

Neben den Unterschieden zu der Ursprungszelle muss berficksichtigt werden, dass Zell-
linie:\n durch ihre oftmals sehr lange Kulturdauer genetischen Verénderungen unterliegen.
Es ist deshalb iiblich, Zellen méglichst schnell nach ihrer Etablierung in einer Master-
Zellba'nk zu ‘kryokonservieren, also tiefgekithlt zu lagern. Diese besteht iiblicherweise aus
100 Tlef.gefner—R'dhrchen. Aus einem Rohrchen der Master-Zellbank wird nach dem Auf-
t;;-l}(fi }Xiier;lesxg é?ﬂzgffl'd%e Working—Ze%lbank, geWOI.lne’n, die erneut 100 Tiefgefrier-

sst. inie wird dann nicht mehr beliebig lange kultiviert, sondern die

alten Zellen werden in regelméfigen Absténden verworfen. Frische Zellen aus der Working-
Zellbank werden dann erneut in Kultur genommen.

2.4 Anwendungsmdglichkeiten

Die medizinischen Einsatzmoglichkeiten hématopoetischer Zellen sind sehr zahlreich. Es

werden darum in diesem und dem folgenden Abschnitt (Abschnitt 2.5 auf Seite 15) nur



2.4. Anwendungsmoglichkeiten 13

die speziellen Anwendungen beriicksichtigt, die den Hintergrund der vorliegenden Arbeit
darstellen. Das heift Anwendungen in der Krebstherapie, in denen die ez vivo Kultivierung
von frithen Vorlduferzellen 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 tddlich und somit neben Krebszellen, auch beispielsweise auf hé-
matopoetische Zellen. Die Hohe der verabreichten Dosis ist begrenzt, da das hdmatopoeti-
sche System des Patienten nicht zerstért werden darf. Hierdurch geschieht es aber haufig,
dass auch Krebszellen die Therapie {iberleben und der Patient erneut erkrankt. Bei der
Hochdosis-Chemotherapie gibt man dem Patienten bewusst eine Dosis, die so stark ist,
dass sie auch das hiimatopoetische System dauerhaft schidigt oder sogar zerstdrt. Damit
erhoht sich aber die Chance, alle Krebszellen zu téten. Direkt nach der Chemotherapie
werden dem Patienten himatopoetische Zellen zuriickgegeben, die dann ein neues blutbil-
dendes System aufbauen kénnen (Abbildung 2.7 auf der néchsten Seite). Die Zellen kénnen
dabei entweder dem Patienten vor der Therapie selbst entnommen werden (autologe Spen-
de) oder von einem immunologisch vertréglichen Fremdspender stammen (allogene Spen-
de). Welches Material verwendet wird, ist eine Einzelfallentscheidung. Eine Fremdspende
birgt die Gefahr starker Abstofungsreaktionen durch die immunkompetenten Zellen (Graft-
Versus-Host Disease (GVHD)). In abgeschwéchter Form kénnen die Abstofungsreaktionen
aber auch dazu fithren, dass eventuell doch noch verbliebene Krebszellen von der Spende
wirksamer bekampft werden (Graft-Versus-Leukemia (GVL) Effekt).

Bei der Transplantation himatopoetischer 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 gegeniibersteht und wegen der fehlen-
den Gerinnungseigenschaften des Blutes innerlich zu verbluten droht. Hier ist besonders
der Aufbau der neutrophilen Zellen und Thrombozyten, also das Uberwinden 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 ez vivo Kultivierung kann bei dieser Therapieform an mehreren Stellen von Nut-
zen sein (Abbildung 2.7 auf der néchsten Seite). Die spezielle Anwendung héngt davon
ab, welches Spendermaterial verwendet wird. Eine autologe Spende kann Krebszellen ent-
halten, besonders im Fall von Leukémien (Blutkrebs), womit man dem soeben geheilten
Patienten seine eigenen Krebszellen zuriickgeben wiirde. Hier hilft das so genannte Tumor-
Purging. Durch eine gezielte Aufreinigung und/oder eine kurze ez vivo Kultivierung der
Spenderzellen kénnen 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 auferhalb des Kérpers
vor der Transplantation kann dieser Engpass tiberwunden werden. Auch bei Zellen aus
Knochenmark und peripherem Blut ist es durchaus wiinschenswert, wenn durch eine ez vivo
Vermehrung die GréRe der bendtigten Spende verringert werden kann. Auf diese Weise kann
die Schwere des operativen Eingriffes bzw. die Zahl der Leukapheresen reduziert werden.

Dariiber hinaus bieten ez vivo vermehrte Zellen die Chance, die Zusammensetzung des
Transplantates gezielt zu beeinflussen. Eine Mischung aus Stammzellen fiir die dauerhaf-
te Wiederherstellung der Hamatopoese und von weiter ausdifferenzierten Zellen fiir die
schnelle Uberwindung der Neutropenie und Thrombozytopenie ist das angestrebte Ideal.
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Abbildung 2.7: Transplantations-Strategien nach einer Hochdosis-Chemotherapie

2.4.2 Gentherapie

Die Gentherapien sind ganz neue Ansétze fiir die Bekdmpfung von Krankheiten, insbe-
sondere Krebserkrankungen. Die himatopoetischen Zellen, speziell die Stammazellen, sind
das bevorzugte Ziel fiir gentechnische Verédnderungen. Die Griinde dafiir liegen in der Rol-
le der Zellen im Immunsystem des Korpers, an der Tatsache, dass die Stammzellen iiber
das ganze Leben eines Menschen im Kérper unveréindert existieren und an der leichten
Zuganglichkeit des Zellmaterials. Prinzipiell gibt es zwei Moglichkeiten, eine Zelle gentech-
nisch zu verindern (Abbildung 2.8 auf der néchsten Seite). Bei der in vivo Methode werden
die Gentransfervehikel, meistens Viren, dem Patienten direkt verabreicht. Dabei muss si-
chergestellt werden, dass ausschlieRlich die gewiinschten Zielzellen genetisch manipuliert
werden. Die ez vivo Methode versndert die Zielzellen in einer Kultur, wodurch mit Sicher-
heit nur die gewiinschten Zellen betroffen sind und der Erfolg einer solchen Transfektion
gepriift werden kann. Manche besonders effektiven Gentransfervehikel, wie die Retroviren,
konnen das neue genetische Material auch nur dann in eine Zelle einschleusen, wenn diese
sich in der Teilung befindet. Viele Zellen, wie beispielsweise die hdmatopoetischen Stamm-
zellen, befinden sich aber im Korper die meiste Zeit in der Go-Phase [282]. In einer ez vivo
Kultur kénnen sie durch gezielte Stimulationen zur Teilung angeregt werden. Erst dadurch
ist eine effiziente Transfektion mdglich.

In bestimmten Therapie-Strategien ist beispielsweise geplant, Resistenzgene in die hama-
topoetischen Zellen zu transfizieren [131, 277). Die Zellen wiirden dadurch unempfindlich

gegen bestimmte Chemotherapeutika, wodurch die Hochdosis-Chemotherapie keine Schi-
digung des hématopoetischen Systems verursachen wiirde.

2.4.3 Adoptive Immuntherapie

Der dritte grofe Anwendungsbereich fiir die ez vivo Kultivierung hdmatopoetischer Zellen
ist die adoptive Immuntherapie, bei der auch gentherapeutische Methoden eine Rolle spie-
len kénnen. Hierbei versucht man, die korpereigenen Abwehrkrifte des Krebspatienten zu
stdrken. Das Immunsystem, das den Tumor offensichtlich nicht mehr wirkungsvoll bekiimp-
fen kann, soll wieder von selbst die Erkrankung heilen kénnen. Die Zielzellen sind in diesem
Ansatz nicht die Stammzellen, sondern die immunologisch wirksamen ausdifferenzierten
Zellen, speziell die T-Lymphozyten. T-Lymphozyten sind Zellen des Immunsystems, die
S"jhr spezifisch gegen Merkmale, so genannte Antigene, einer bestimmten Stérung im O’r a-
nismus vorgehen. Antigene sind zum Beispiel spezielle Oberflichenmolekiile eines ’I‘umfrs.
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Abbildung 2.8: Prinzipielle Vorgehensweise bei einer Gentherapie (nach [171])

Um in der Lage zu sein, diese zu erkennen, miissen die Zellen durch gezielte Stimulation
aus ihrem zundchst nicht-aktivierten in einen aktivierten Zustand versetzt werden. Eine
mogliche 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 ez vivo vermehrt und dem Patienten
reinjiziert. Eine andere Strategie sieht vor, durch die Kultivierung von MNZ mit groken
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 bekimpfen, sondern die gefdhrlichen Nebenwirkungen der Chemothe-
rapie. In der immundefizienten Phase nach einer Chemotherapie kénnen Virusinfektionen,
die bei einem gesunden Menschen ohne Symptome sind, lebensgeféihrlich sein. Insbeson-
dere zwei Herpesarten, der Zytomegalie-Virus (englisch Cytomegalovirus (CMV)) und der
Epstein-Barr-Virus (EBV), sind wegen ihres hohen Durchseuchungsgrades gefghrlich. 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 Gefihrdung durch die
Viren abwenden. Um die Zellen zu gewinnen, werden primére T-Lymphozyten des Pa-
tienten zunichst er vivo antigenspezifisch aktiviert. Nach einer Expansion kdénnen diese
zytotoxischen T-Lymphozyten dem Patienten zuriickgegeben werden (Abbildung 2.9 auf
der néchsten Seite).

2.5 Kaultivierungstechniken

Die technischen Losungen fiir die Kultivierung hématopoetischer Zellen miissen 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 fiir die friihen Progenitorzellen und die ausdifferenzierten
T-Lymphozyten dargestellt werden.

Die Stamm- und Vorlsuferzellen wachsen in vivo in einem gewebeartigen Verbund mit
stromalen Zellen und Extrazellulér-Matrix. Bei den Kultivierungstechniken fiir frithe Zellen
sind daher zwei grofe Strategien auszumachen, die stromahaltigen und die stromafreien
Kulturen. In stromahaltigen Kulturen versucht man, durch eine Kokultivierung der hé-
matopoetischen Zellen mit priméren stromalen Zellen oder stromalen Zelllinien die reale
Situation im Knochenmark nachzuahmen. Man nutzt dadurch die regulativen Fahigkeiten
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Abbildung 2.9: Die Strategie einer adoptiven Immuntherapie (nach [87])

Tabelle 2.4: Bewertung der Kulturstrategien

Anforderung an das Kultursystem stromahaltige Kultur Suspensionskultur
knochenmarkéhnliche Gewebekultur + -
definierte Kulturbedingungen - +
klinische Verwendbarkeit ) +
Prozesskontrolle und Analytik - +
leichte Zellernte - +

Betriebskosten +

des Stroma auf die himatopoetischen Zellen aus, deren genaue Mechanismen unbekannt
sind (vergleiche Abschnitt 2.2.1 auf Seite 4). Im technisch wesentlich einfacheren stroma-
freien Kultursystem entféllt die Regulation durch das Stroma. Daher wird versucht, die
Kultur durch zus#tzliche 16sliche Zytokine zu regulieren. Die Zusammensetzung der Zyto-
kinmischung spielt dabei die Schliisselrolle fiir 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. Wihrend die stromahaltige Kultur
wesentlich grofere Anforderungen an die Handhabung bei der Analytik und der Zellernte
sowie an die technische Ausfilhrung stellt, kann die Suspensionskultur die biologischen
Anforderungen der frithen Zellen nur unzureichend erfiillen. Die biologischen Ergebnisse
sprechen heute in jedem Fall fiir eine Verwendung von Stroma. Auch die Kosten legen
nahe, stromahaltig zu kultivieren. Die notwendige Zugabe von grofieren Mengen Zytokinen
in die Suspensionskultur ist ein grofes wirtschaftliches Problem. Die Kosten fiir einen Liter
Medium kdnnen von etwa 40 DM leicht auf weit {iber 10 000 DM steigen.

Eine klinische Anwendung des stromahaltigen Konzepts ist aber nur bedingt moglich.
Solange keine stromalen Zellen des Spenders der h&matopoetischen Zellen zur Verfiigung
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 durchgefiihrt, so auch fiir T-Lymphozyten. Ausnahmen ergeben sich nur
dann, wenn die Zellen selbst adhsrent 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 Anféingen der Kultivierung friither h&matopoetischer Zellen standen noch keine re-
kombinant hergestellten humanen Zytokine zur Verfiigung [164]. Folgerichtig beschreibt
DEXTER in den 70er Jahren die ersten erfolgreichen Kultivierungen himatopoetischer Zel-
len in einem stromahaltigen System [52]. Hierbei wurden murine (= von Nagern stammen-
de) stromale und h&mtopoetische Zellen in zweidimensionaler Kokultur in Gewebekultur-
flaschen fiir 6-8 Wochen kultiviert. 1980 iibertrugen 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 ez vivo zu etablieren
[296].

Alle diese Kulturen fanden statisch, also ungeriihrt, in herkémmlichen Gewebekultur-
schalen oder -platten statt (vergleiche Abschnitt 3.4 auf Seite 41). Es zeigte sich jedoch, dass
diese Techniken einerseits keine Kultivierungen im klinischen Mafistab erméglichen, es an-
dererseits damit auch nicht gelang, optimale biologische Bedingungen zu schaffen. Seit etwa
10 Jahren werden daher komplexere Systeme fiir hdmatopoetische Zellen entwickelt. Dabei
wurde zundchst versucht, Standardtechniken aus der tierischen Zellkultur zu tibertragen. So
testeten SARDONINI undWU 1993 Hohlfasermodule, Airliftreaktoren und einfache geriihr-
te Kultursysteme [236]. Letzteres sind Spinnerflaschen, die sowohl als Suspensionssystem
als auch fiir mikrotrigergestiitzte Kulturen eingesetzt wurden. Mit Ausnahme des Suspen-
sionspinners konnte keines der Systeme einen Vorteil gegeniiber den statischen Kulturen
aufweisen. Andere klassische Ansétze, 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 fiir groRere Mafstébe. Die Wénde des Beutels sind fiir 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 geriihrte [41, 42, 44, 104, 144, 309] und die Beutel als statische
Suspensionskultur [15, 64, 143, 219, 248, 300] durchsetzen konnen.

Neben diesen herkémmlichen Systemen wurden aber ebenfalls eine Reihe von spezia-
lisierten Losungen entwickelt. Der Ansatz war dabei, die in vivo Verhéltnisse im Kno-
chenmark in einem ez vivo System zu mimikrieren. Diese Systeme arbeiten daher mit
immobilisierten stromahaltigen Kokulturen. Die Immobilisierung findet auf Nylongeweben
[189, 190], Mikrotréigern [155, 172, 243, 285, 286, 287] oder auf zweidimensionalen Ober-
fliichen [114, 118, 200, 233] statt. Die Flachbetttechnik, bei der die Zellen auf einer zwei-
dimensionalen Oberfliche immobilisiert sind und kontinuierlich von Medium iiberstromt
werden, wurde noch weiter entwickelt. Durch eine geriffelte Oberflichenstruktur gelang
es, trotz der Strémung des Mediums, himatopoetische Zellen ohne Stroma aufgrund ihrer
Sedimentation auf der Oberfliche zuriickzuhalten [233].

2.5.1.2 Kaultivierungstechniken der T-Lymphozyten

Im Vergleich zu den frithen 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 zuriickgegriffen. Die ersten klinischen Studien von
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ROSENBERG und Mitarbeitern [231, 230], in denen grofe Mengen von T—Lymphoz.yten ex
vivo generiert wurden, benutzten die von MUUL adaptierte Roller-Flaschen Technik [180].
Erfolgreich entwickelten sich auch Systeme wie Gewebekulturflaschen [294] un.c.l Beutel
[181, 193, 306]. Die wesentliche Herausforderung stellt hier der Scale-up dafr. Fir thera-
peutische Ansitze werden unter Umsténden mehr als 2+ 1011 Zellen bendtigt [147]. Um
diese enorme Zellzah! zu erreichen, wurden in den ersten Ansitzen besonders viele der oben
genannten Kultursysteme parallel betrieben (zum Beispiel [231]). Diese Strategie ist zwar
prinzipiell erfolgreich, birgt aber ein hohes Kontaminationsrisiko und ist sehr arbeits- und
kostenintensiv. Die maximale Zelldichte in einem solchen System betrégt etwa 2 - 10%¢/mL,
womit 100 Liter Kulturvolumen notwendig sind. Dies entspricht mehr als 1000 der grofiten
handelsiiblichen 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
Moglichkeit der Kontrolle der Zellen im Prozess, die schwierige Zellernte und die wenig
physiologische Kultivierung der Zellen in einem gewebeshnlichen Verband.

2.5.2 Stand der Technik

Das heute am weitesten entwickelte Kultursystem fiir frithe hamatopoetische 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 niichsten Seite zeigt das Prinzip dieses rotations-
symmetrischen Kultursystems. Die Zellen liegen auf einer Kunststoffoberfliche, werden
dort durch ihre Adh#renz oder Sedimentation zuriickgehalten und kontinuierlich mit fri-
schem Medium iiberstrémt. Die Begasung erfolgt dabei diffusiv iiber eine permeable Mem-
bran, die die obere Fliche des eigentlichen Kulturraumes darstellt. An der Seite des Kunst-
stoffeinsatzes ist ein zusatzlicher Stutzen fiir die Zellernte angebracht. Dieses kontinuierlich
perfundierte System wird bereits in mehreren klinischen Studien fiir Transplantationen
nach einer Hochdosis-Chemotherapie eingesetzt (zum Beispiel [6, 34, 32]). Trotz dieses
hohen Entwicklungsstandes sind die Ergebnisse bisher nicht ausreichend. Zwar wurden
ke'inerl.ei Unvertréglichkeiten bei den Patienten beobachtet, es zeigen sich aber deutliche
Egiwelse, dass wahrend der Kultivierung die Stammzellen nicht erhalten werden kénnen

Wfaltere .klinisc:he Studien fiir Transplantationen nach einer Hochdosis-Chemotherapie
arbeiten mit statischen Kultursystemen. BARNET verwendete 1987 in der ersten klinischen
An\.Nendung von ez vivo kultivierten hdmatopoetischen Zellen Gewebekulturflaschen [9].
We1tere Studien {ibernahmen diese Technik [25] oder benutzten Kultur-Beutel [92, 300]
Diese Systeme haben sich aufgrund ihrer leichten und sicheren Handhabung durch, ésetzt.

:Anders als bei den Progenitorzellen gibt es fiir die Kultivierung von T-Lym Soz ter;
ke{ne sp.ezialisierte Technik. Obwohl die Zahl der klinischen Studien sehr grof&pist :(Ybei—
spielsweise [129,. 146, 2}5, 228, 229]), wird mit Ausnahme des Hohlfaserreaktors seit iiber
10 Jahren nur in statischen Systemen, wie Gewebekulturflaschen oder Kultur-Beuteln,

gearbeitet [4]. Mit kontrollierten geriihrten S ie sie i
. ystemen, wie sie im Rah i i
verwendet wurden, gibt es bisher nur erste Ansitze [31] e dieser fsbelt

2.5.3 Kaultivierungsparameter

Die mdglichen Variationen der Randbedin

ungen ei ] U
beeinflussen die Brgebnisse stark. gungen eines Versuches sind sehr vielfsltig und

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 gerithrte Kultur  kontrollierte Bioreaktoren
BM®-MNZ [23, 115, 119, 123, 124, 125, [104, 144, 309] [6, 116, 118, 122, 155, 194,
127, 143, 216, 236, 245, 246] 199, 200, 236]

BM-CD34%  [91, 120, 123, 125, 217] [236] [122, 128]
PB®-MNZ [172, 233, 274]
PB-CD34t  [21, 217]

CB°-MNZ  [115, 117] [114, 274]
CB-CD34*  [100, 159, 276] [172]

2 pone marrow = Knochenmark, ®peripheral blood = peripheres Blut, °cord blood = Nabelschnurblut

sollten die folgenden Punkte zwischen den einzelnen Ans#tzen moglichst wenig variieren:

e Das Kulturprinzip (statische, geriihrte oder perfundierte Kultur)

e Die verwendete Zellpopulation (Knochenmark, peripheres Blut oder Nabelschnurblut;
MNZ oder CD34™)

e Das Stroma (stromahaltig oder stromafrei)

e Das Medium (serumhaltig oder serumfrei)

e 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 Uber-
blick ist in diesen Punkten daher nicht mdglich.

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 fiir stromahaltige und stromafreie Kulturen zeigen die Tabelle 2.5 und die
Tabelle 2.6 auf der nichsten Seite. Hier sind die einzelnen Quellen nach Kulturprinzip und
Zellpopulation aufgeschliisselt. Die MNZ aus dem Knochenmark enthalten dabei noch stro-
male Zellen, da hier iiblicherweise die Abtrennung des Stroma durch Adhérenzverfahren
nicht durchgefiihrt wird. Bei allen anderen Zellpopulationen handelt es sich um reine h&ma-
topoetische Zellen, die in stromahaltigen Kulturen gezielt mit anderen primaren stromalen
Zellen oder mit Zelllinien kultiviert werden.

Uber die biologischen und biochemischen Startbedingungen hinaus sind einige Parameter
fiir die Kultivierung himatopoetischer Zellen wenigstens in Ans#tzen untersucht worden.
Diese sollen im Folgenden vorgestellt werden.
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Tabelle 2.6: Eine Auswahl] von Literaturstellen mit stromafreien Kulturen

Zelltyp statische Kultur geriihrte Kultur  kontrollierte Bioreaktoren
BM-CD34*  [7, 15, 64, 119, 123, 125, 127, 209, [65, 122, 128]

210, 216, 219, 223]
PB-MNZ [41, 75, 135, 167, 235] [41, 42, 44] [43, 233, 234, 274]
PB-CD34%  [21, 26, 78, 83, 135, 136, 156, 177, [42] [234]

167, 173, 248, 253, 300]
CB-MNZ [115, 117, 235] [44, 42] [43, 48, 116, 121, 274]
CB-CD34t  [13, 45, 47, 49, 73, 112, 160, 176, [113]

220, 307

2.5.3.1 Anforderungen an die Materialien

Eine der grundlegendsten Entscheidungen fiir die Konstruktion von neuen Kultursystemen
ist die Wahl der Materialien. Der Werkstoff, aus dem das Kulturgef&f gefertigt wird, muss
mehreren Anspriichen gentigen. 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 fiir eine
optische Kontrolle einer Kultur im geschlossenen System.

Neben diesen grundlegenden Anforderungen ist die Biokompatibilitat des Materials sehr
wichtig. Das Material sollte idealerweise inert sein. Weder sollen sich Stoffe aus den Ma-
terialien 16sen, noch sollten Inhaltsstoffe der Kulturmedien an den Oberflichen adsorbiert
werden. Bei immobilisierten Kulturen spielt auch die direkte Adhésion der Zellen und der
Extrazelluldr-Matrix eine wichtige Rolle. Dabei kénnen diese schidigenden Einfliisse zu ver-
ringerter Proliferation oder gar zum Absterben der Zellen fithren. Bei himatopoetischen
Zellen muss zusitzlich ein Einfluss auf das Ausdifferenzierungs-Verhalten ausgeschlossen
werden.

Aus diesem Grund untersuchte LATUPPA verschiedene in der Zellkultur iibliche Mate-
rialien auf ihren Einfluss auf himatopoetische Zellen [134, 135, 136]. Dies waren haupt-
séchlich Polymere, aber auch Metalle und Glas. Polystyrol stellt das Standardmaterial fiir
Einweg-Zellkulturgefsfe dar und diente als Referenz. Die untersuchten Polymere werden als
Material fiir Kultur-Beutel verwendet, withrend Metalle und Glas die iiblichen Werkstoffe
fiir den Bau kontrollierter Bioreaktoren sind. Die Ergebnisse, aufgeschliisselt nach unter-
schiedlichen Materialien und verschiedenen Kulturbedingungen, sind in Tabelle 2.7 auf der
néichsten Seite zusammengefasst. Dabei zeigte sich, dass frithe Zellen wesentlich empfind-
licher auf die Werkstoffe reagieren als weiter ausdifferenzierte. Die Expansion von MNZ
wurde beispielsweise von Polymethylpenten nicht beeinflusst, jedoch nahm der Anteil der
CFU-GM im Vergleich zu Polystyrol deutlich ab. Nur bei Acetal, Polyethylen Terephtalat
und Polyteiuraﬂuorethylen wurden Anzeichen fiir das Losen von toxischen Substanzen aus
g v b, e e et e i i
gefiihrt werden, die dann als Subs,trat fehl‘cerll1 1]('.z)ies ﬁ?in’ allll o Oberﬂa‘chen el
des sehr proteinreichen Serums in das Kultur. i .a,r aunc ) warum bel der Zugabe

: medium ein schiitzender Effekt beobachtet
werc.ien konnte. In Abschnitt 4.1 auf Seite 53 werden die Materialien, die im Rahmen der
vorliegenden Arbeit verwendet wurden, auf ihre Biokompatibilitst hi;1 iberpriift.
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Tabelle 2.7: Einfliisse verschiedener Materialien auf himatopoetische Zellen (nach [136])

Einfluss auf die Gesamt- Einfluss auf die Zahl der
zellzahl CFU-GM

Acetal -- -
Edelstahl -- -
Glas -- -
hochdichtes Polyethylen (HDPE) - -
Teflon Perfluoralkoxy (PFA) 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]

Zelluloseacetat 0] -

O = kein Einfluss, - = leicht negativer Einfluss, -- = stark negativer Einfluss

2.5.3.2 Die Osmolalitdt

Die Osmolalitst als Ma® der gelosten Teilchen pro Masse des Losungsmittels ist ein wichti-
ger Parameter der Zellkultivierung. Da humane Zellen, wie alle S#ugerzellen, keine stabile
Zellwand besitzen, reagieren sie empfindlich auf Schwankungen des osmotischen Drucks.
Das Losungsmittel in Kulturmedien ist Wasser. Es diffundiert je nach Druckgradient in die
Zelle hinein oder aus ihr hinaus. Dadurch kommt es zu Verénderungen der Zellgréke und
des Stoffwechsels, im Extremfall auch zu letalen Schadigungen [27].

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

2.5.3.3 Der Sauerstoffpartialdruck

Der Sauerstoffpartialdruck des Kulturmediums ist der Anteil des geldsten Sauerstoffs re-
lativ zur Sattigung mit Luft. Im Idealzustand stellt sich in einer Kultur ein Fliefigleich-
gewicht zwischen dem Sauerstoffeintrag durch die Begasung und den sauerstoffverbrau-
chenden Zellen ein. In wivo ist ein solches FlieRgleichgewicht 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. Fiir die Kultivierung hé-
matopoetischer Zellen haben eine Reihe von Untersuchungen ergeben, dass bei niedrigen
Sauerstoffpartialdriicken um 25 % speziell die frihen Vorliuferzellen besser kultiviert wer-
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den kénnen. Bei hoheren Partialdriicken sind dagegen weiter ausdifferenzierte Zellen im
Vorteil [22, 23, 39, 115, 116]. Der Hintergrund dieser Beobachtungen ist noch ungekl'a'rt:
Neben den trivialen Einfliissen bei extremen Zustinden, also der Sauerstofflimitierung bei
sehr niedrigen und die toxische Sauerstoffwirkung bei sehr hohen Partialdriicken, reagieren
himatopoetische Zellen offensichtlich auch in gut vertréglichen Bereichen auf Anderungen
des Sauerstoffpartialdruckes. Eine mogliche Erklérung wire die verringerte Bildung der
Sauerstoffradikale Oy und HpO2 durch reife myeloide Zellen bei niedrigen Sauerstoffkon-
zentrationen [170]. Ebenfalls wurde beobachtet, dass zum Beispiel BFU-E bei geringem
Sauerstoffangebot eine hohere Sensitivitat 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 verindert sich der Sauerstoff-
gehalt des Mediums mit dem Wachstum der Zellen zwangsliufig. Dadurch kann es nicht nur
leicht zu unerkannten Sauerstofflimitierungen kommen, sondern man l#sst auch die Mog-

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 ghnliche Ef-
fokte wie bei der Osmolalitat und dem Sauerstoffpartialdruck. MCADAMS fand fiir die
Kultivierung von CFU-GM einen optimalen Bereich von pH7,2-7,4. Das Maximum lag
dabei bei pH 7,35 [165, 167]. Fiir 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
{iberein. Im normalen arteriellen Blut liegt der pH-Wert bei 7,4 im vendsen 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 drtliche Schwankungen ergeben.
Dies konnte das erythroide Optimum erkliren, das bei einem scheinbar unphysiologischen
Wert liegt.

Weicht man von den Idealbedingungen ab, so wird die Proliferation sehr schnell in-
hit.)ier‘t und bei stirkeren Abweichungen véllig unterbunden. Bei einem pH-Wert von 6,7
be1s1?1elsweise sind die CFU-GM bereits vollst&ndig in ihrer Entwicklung gehindert BFU-’E
perelts bei Werten unter pH7,0. Da die Stoffwechselprodukte der proliferierender’l Zellen
insbesondere CO2 und Laktat, trotz einer Pufferung das Medium stark versuern, ist dié
ijI—Wgrt Messung und Regelung von grofer Bedeutung. Hier zeigen sich wieder c,lie Vor-
teile einer kontrollierten Kultur. In normalen statischen Kulturen, kann der pH-Wert nur

optisch iiber Indikatorgn wie Phenolrot {iberpriift und die Regelung nur unzureichend iiber
den COo-Gehalt der die Kultur umgebenden Gasphase reguliert werden.

2.5.3.5 Die Inokulumsdichte und die Fiitterungsstrategie

Die F&‘agfzn. nach der Inokulumsdichte und nach der Notwendigkeit einer Fittterung wihrend
d.er Ku1.t1v1eru.ng sind miteinander verkniipft. Mehrere Untersuchungen geben zui" hst ei
e11'1deut1ges Blld: Bei kleinem Inokulum werden grundsstzlich héhere Zellexpans?ocnesn 6:::
z;clgt. ?§4b§2 11\1Itherc11 Startzellfichten [41, 75,79, 124]. Klein bedeutet in diesem Fall weniger
R ?\/{ E:ZC%M éZeH(:x} pro mL Kulturvolumen, grof Zelldichten im Bereich
von iber &1 ‘oder D34 -Z'ellen pro mL. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass
en Kulturen bei héheren Zelldichten zu Limitierungen oder Inhibierungen ko’mmt
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Bestatigt wird diese Vermutung dadurch, dass in stromahaltigen Kulturen der Effekt noch
stiarker ausgeprégt ist. Stromazellen haben einen aktiveren Stoffwechsel als die hdmatopoe-
tischen Zellen. Was genau die Zellen limitiert oder inhibiert, ist interessanterweise bisher
nicht untersucht worden. Es konnte 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 geriihrten Spinnerkulturen héhere Zelldichten erreicht werden, als in dqui-
valenten Kulturen in Gewebekulturflaschen [308]. Dies spricht unter den dort gegebenen
Umsténden fiir eine Sauerstofflimitierung, da sich die geriihrte Kultur insbesondere durch
einen besseren Stoffiibergang, und das heifit eine bessere Sauerstoffversorgung, auszeich-
net. Bei anderen Untersuchungen lassen sich hierzu jedoch keine Aussagen machen. Durch
das Verdiinnen der Zellen mit frischem Medium konnte die Limitierung jedoch aufgehoben
werden, und die Zellen proliferierten weiter [194, 199]. Trotz der Zugabe von Néhrstoffen
und Wachstumsfaktoren kdnnte hier aber auch durch die Verdiinnung der Zellen lediglich
eine Sauerstofflimitierung aufgehoben worden sein.

Die logische Konsequenz aus diesen Beobachtungen ist die Entwicklung einer Fiitterungs-
strategie. Den positiven Effekt einer erhdhten Fiitterungsrate zeigte zuerst SCHWARTZ im
stromahaltigen System [246]. Dies war gleichzeitig ein wichtiger Anstof, den Flachbettre-
aktor zu entwickeln (vergleiche Abschnitt 2.5.1.1 auf Seite 17 und [114, 118, 200]). Spéter
konnte auch der positive Effekt hiufigen Fiitterns auf stromafreie Kulturen nachgewiesen
werden [79, 234]. Genau wie bei der Frage der Inokulumsdichte ist ein groferer Effekt in
der stromahaltigen Kultur zu bemerken {124].

Die Fiitterungsfrequenzen reichen dabei in statischen Kulturen vom Austausch des hal-
ben Medienvolumens einmal pro Woche bis zum t#glichen 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 zuriickgeleitet. Das Medium des
Reservoirs wird diskontinuierlich gegen Frischmedium ausgetauscht. Die berichteten Aus-
tauschraten liegen in Abstéinden zwischen einem vollsténdigen 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-
krotragergestiitzte Festbettreaktor, in dessen Medienkreislauf kontinuierlich Frischmedium
gugefiihrt und verbrauchtes Medium abgezogen wird [172, 243]. Hier liegt die Verweilzeit
bei 4,2 Tagen.

Eine Optimierung der Inokulumsdichte und des Fiitterungsprotokolls kann nur auf der
Basis einer kompletten Bilanzierung des Prozesses erfolgen. Da diese bislang nicht durch-
gefithrt wurde, basiert die iibliche Fiitterung nur auf den oben genannten empirischen
Untersuchungen. Im Rahmen dieser Arbeit soll zwar keine solche vollsténdige Bilanzierung
durchgefiihrt 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 fiir die Kultivierung himatopoetischer Zellen ist in
zwei Bereichen notwendig. Zum einen gilt es, klinisch einsetzbare Techniken zu entwickeln,
zum anderen miissen aber zusitzlich Moglichkeiten fiir vergleichende Untersuchungen ge-
schaffen werden. Letzteres ist insbesondere vor dem Hintergrund der Kultivierungskosten
und der Spendervariabilitét zu sehen. GréRere vergleichende Untersuchungen im klinischen
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Magstab sind heute finanziell keinesfalls moglich. Aber auch biologisch betra,c'htet s.ind sehr
kleine Systeme sinnvoll, da die Méglichkeit geschaffen wird, mit der 'Probe"emes einzelnen
Spenders unterschiedliche Kulturbedingungen zu testen. Die Ergebnis verfilschende Spen-
dervariabilitdt kann so minimiert werden. Mit einer solchen Technik konnte sowohl das
Wissen iiber die Kultivierungsparameter erweitert, als auch direkt eine klinische Anwen-
dung entwickelt werden. Insgesamt ist das 7iel also nicht die Entwicklung einer' sghr klar
begrenzten spezifischen Losung, sondern die Entwicklung eines Systems von Kultivierungs-
techniken, die flexibel, individuell und an die speziellen Anforderungen angepasst eingesetzt
werden sollen.

Fine Abschitzung der bendtigten Groke und Leistungsfahigkeit der klinischen Systeme
kenn auf der Grundlage des derzeitigen Wissens aus klinischen Versuchen durchgefiihrt
werden. Fiir Transplantationen nach einer Hochdosis-Chemotherapie werden als optimale
Zellmengen mit entweder 2- 10° CFU-GM oder 2-10° CD34"-Zellen, jeweils pro kg Korper-
gewicht des Patienten, angegeben [12]. Welche dieser Zellpopulationen der ideale Mafstab
ist, ist umstritten [265]. Die grofte Herausforderung fiir die ex vivo Expansion stellt die
Generierung dieser Zellmengen aus Nabelschnurblut dar. Aus einer Spende konnen hier
durchschnittlich nur 5,8 - 10° CFU-GM beziehungsweise 5 - 108 CD34t-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 fiir
CFU-GM beziehungsweise einem Faktor 28 fiir CD34%-Zellen haben.

Diese Anforderungen stellen fiir einen kontrollierten Bioreaktor ein Scale-down Problem
dar. Fiir Suspensionssysteme gilt dabei, ausgehend von einer auf CD34%-Zellen aufgereinig-
ten Nabelschnurblutprobe, dass man in der Lage sein muss, die Kultivierung mit nur 50 mD
Kulturvolumen zu starten. Diese Berechnung beruht auf der mittleren Inokulumsdichte von
1-10%¢/mL (vergleiche Abschnitt 2.5.3.5 auf Seite 22). Die Abschétzung des maximalen Volu-
mens muss neben der erforderlichen Zellzahl von CD347-Zellen auch die Ausdifferenzierung
wahrend der Kultur beriicksichtigen. Nimmt man nach zehn Tagen Kultur einen konserva-
tiven Wert von 5 % CD34™-Zellen an, so miissen bei einer Zelldichte von 1-107¢/mL 280 mL
Kulturvolumen zur Verfiigung stehen. Diese Abschitzung stellt den denkbar unglinstigsten
Fall dar, da CFU-GM keiner so starken Ausdifferenzierung unterliegen, wie die CD34%-
Zellen. Fiir immobilisierte Zellen ist eine solche Abschéitzung wesentlich schwieriger. Die
Anwesenheit der stromalen Zellen vergrofert das benttigte Volumen am Anfang der Kultur
d'eutlich. Deswe_:itgren kan.n in einem solghen System das Volumen nicht wie in der Suspen-
sionskultur beliebig gesteigert werden. Uber die Besiedlung einer zusétzlich zur Verfiigung
gestellten Oberfliche durch bereits immobilisierte Zellen ist bisher nicht berichtet worden
f/}r; tsc;lch;s Konzlfpt iIst wahrscheinlich auch nur schwer zu realisieren. Man muss daher eir;

ittelmal zwischen Inoku i i ; :
trégergestiitzten System, vililissd(lifrlgi lélil;;u.:gzliff;d? tzfll’zza]%‘hl ﬁ‘:dem . emfem I{nkro-
Dichten {iber 1- 108 Zellen pro mL Tragerschiittvolu o el hest e o konneg
dor stromalon Zellen winds aba men erreicht werden [18] .Der Anteil

°T Strom abei nur etwa 1% betragen, kann also vernachlsssigt werden.
E.me aqu}valente Rechnung wie fiir die Suspensionskulturen muss beriicksichtigen, dass
die Ausdifferenzierung im stromahaltigen System verlangsamt ist. Hier sind 15 ‘Vg 01,334‘*'
Zellen eine konservative Schétzung. Daraus ergibt sich ein bendti i:es Trd hii } | :
von etwa 10 mL. Die Inokulumsdichte wiirde dann 5 - 105¢/ g peerscitvotumen

Die Kultivierung von T-Lymphozyten stellt sunidhet | .mLSchuttung betragen.
tivierungstechnik. Die bendtigten Zellzahlen reicljiljr(l3 bslt;‘ ;3111;9 ?g?f%ﬁ;fgaben m}ﬁdiilKul-
mehrter [147] oder 1 - 10° spezifisch vermehrter Zellen [206]' Fiir di AR
Zellzahl stehen eine Vielzahl von Suspensionsre  Beri Geneleeljung dieser
i Vol (4 oo 1) b g S e B

ivi . . . , nn de
ultivierung extrem gering sein, unter Umsténden handelt es sich dabei nur um Weiiger als
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100 spezifische Zelle. Eine klare Abschitzung, wie sie oben fiir die Kultivierung bei Trans-
plantationen gezeigt wurde, ist daher nicht mdglich. Eine Verkleinerung von kontrollierten
Bioreaktoren ist jedoch auch hier angeraten, damit eine Kultivierung mit steuerbaren Pa-
rametern schon bei méglichst kleinen Zellzahlen durchgefiithrt werden kann.

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

e Einhaltung der Regeln der Good Manufacturing Practice (GMP)
AusschlieRliche Verwendung definierter Materialien

Sichere Steriltechnik

Moglichst geschlossenes System

Einfachheit in der Bedienung

Hoher Grad an Automatisierung

e Kosteneffizienz

Eine genaue gesetzliche Regelung der Anforderungen an eine ez vivo Kultivierung hama-
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 verfiigbaren Verdffentlichungen findet man im World Wide
Web unter http://www.fda.gov/cber/tissue). In Deutschland unterliegt die Praparation
von Zellen, die Patienten verabreicht werden, dem Arzneimittelgesetz und dem Transfusi-
onsgesetz. Sofern die Préparation nicht individuell fiir einen Patienten durchgefiihrt wird,
ist diese auch zulassungspflichtig [95]. Die Grundlagen fiir die Herstellungserlaubnis und
die Zulassung bilden neben den Gesetzestexten unter anderem die Richtlinien der Bundes-
4rztekammer und des Paul-Ehrlich-Institutes [278, 279].

2.6 Verfahrenstechnische Grundlagen

Die ingenieurtechnischen Arbeiten bei der Entwicklung neuer Kultursysteme kénnen in die
Bereiche Konstruktion, Charakterisierung und Optimierung eingeteilt werden. Die Kon-
struktion muss insbesondere die in den vorherigen Abschnitten beschriebenen biologi-
schen Randbedingungen berficksichtigen. Eine genaue Charakterisierung bildet die wichtige
Grundlage fiir eine umfassende Bilanzierung und die dadurch mégliche gezielte Optimie-
rung der Prozesse. Die Charakterisierung der Systeme ist zunichst von den biologischen
Hintergriinden unabhéngig.

Eine wesentliche Aufgabe einer Stromung in einem Bioreaktor, die zum Beispiel durch
einen Riihrer erzeugt werden kann, ist die Makro- und Mikromischung des Kulturmediums,
um Gradienten abzubauen. Die Strémung in einem geriihrten System ist dabei praktisch
immer im nicht-laminaren Bereich. Das Makromischen ist fiir den Transport von Fliissig-
keitshallen verantwortlich und ist stark maRstabsabhéngig. In einem diskontinuierlichen
Prozess, wie ihn zum Beispiel die geriihrten Kulturen hdmatopoetischer Zellen darstellen,
kann die Mischungsintensitét mit der integralen Grofe der Mischzeit beschrieben werden.
In einem kontinuierlichen Prozess, wie ihn ein Perfusionsreaktor darstellt, beschreibt das
Verweilzeitverteilung das Makromischen. Das Mikromischen ist die Homogenisierung der
Fliissigkeitsballen mit der Umgebung auf molekularer Ebene. Dieses ist von den Stoffwerten
und der spezifischen Riihrerleistung abhéngig [312]. Im Mischprozess ist aber die Makro-
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vermischung geschwindigkeitsbestimmend [148]. Daher wird in dieser Arbeit ausschliefilich
diese Makrovermischung charakterisiert.

Die zweite wichtige Aufgabe einer Strémung in einem Bioreaktor ist die Verbesserung des
Stoffiibergangs. Damit kann sowohl die Versorgung der Zellen mit Sauerstoff verbessert,
als auch entstandenes COq effektiver aus dem Medium entfernt werden.

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

2.6.1 Mischzeitverhalten

Sind Fliissigkeiten vollstindig ineinander l6sbar, so kann eine Durchmischung bis auf mole-
kularer Ebene erfolgen. Fiir die Beschreibung eines solchen Vorganges wird die Mischzeit 65
definiert. Sie gibt den Zeitbedarf fiir eine bestimmte Ann&herung an die Homogenitit an.
Der Homogenisiergrad ¢ ist dabei die relative Abweichung von der Homogenit#t. Mischt
man eine Komponente ¢ in eine Fliissigkeit, so steigt die Konzentration x; der Komponente

@ von z;0 zu Beginn des Mischprozesses auf z; o, bei vollstindiger Homogenisierung. Fiir
die relative Abweichung gilt dann:

2.1
Zic0 — Zi)0 @1)
mit: § = Homogenisiergrad ]
z; = Konzentration der Komponente i [kg/m?]
Weiterhin ist der Mischungsgrad definiert als:
M=1-§ (2.2)

mit: M = Mischungsgrad [-]

'Difa zu 'Vtergleich.szwecken tiblicherweise verwendete Mischzeit 60,01 gibt also die Zeit an,
die bis zu einem Mischungsgrad von 99 % notwendig ist. In der Regel nimmt die Abweichung
von der vollsténdigen Homogenitit exp

onentiell ab. Nach HiBy I i Anoi
Verlauf durch die Gleichung cann der zeitabhingige

M =1 - exp(ky — k(05 — t,,)) (2.3)
mit: k5 = Konstanten -]
05 = Mischzeit [s]
ty = Verzdgerungszeit[s|

beschrieben werden [86).

Die Verzégerungszeit, die

vernachléssigt werden.

miineigszzlhrsttesﬂsd1si(ontin}111ierliDchin Systemen mit festen geometrischen Verhéltnissen und
ystem ohne Dichte- und Viskosits i ) ie Mi i

von den Stoffwerten dor oo, . Ltatsunterschiede hingt die Mischzeit nur

" d der kinematischen Viskositét i .
n und dem Riithrerdurchmesser d, als charakteristische Lange, ab: ¥ der Rilhrerdrehzali
9 .

Dabei miisse'n die' Konstanten experimentell ermittelt werden.
besonders bei laminaren Strémungen auftritt, kann in der Regel
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05 = f(pa v,m, d) (2'4)
mit: p = Dichte [ke/m?]
v = kinematische Viskosit&t[m?/s]
n = Rithrerdrehzahl [V/s]

d = Rithrerdurchmesser  [m]

In dimensionsloser Schreibweise ergibt sich daraus:

n0s = f(Rer) (2.5)
mit der Riihrer-Reynoldszahl:
nd?
RGT = _—I/_ (26)

Der Ausdruck nfs wird auch als Mischzeit-Kennzahl bezeichnet und gibt die Anzahl der
notwendigen Riithrerumdrehungen an, die erforderlich sind, um den durch ¢ charakterisier-
ten Homogenisierungsgrad zu erreichen. Mit der Gleichung (2.6) kann nun die Mischzeit-
Charakteristik eines Systems beschrieben werden. Ublicherweise nimmt die Mischzeit-
Kennzahl mit zunehmender Reynoldszahl zunéchst ab und ist im turbulenten Strémungs-
bereich konstant [240].

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

o Anderung der Leitfihigkeit:
Durch die Zugabe einer geringen Menge eines Elektrolyts (zum Beispiel einer Salz-
J6sung) in das zu untersuchende System kann die Verénderung der Leitfahigkeit ge-
messen werden. Dies geschieht mit Sonden, die zusétzlich eine Messung in einem sehr
kleinen Volumen erlauben. Auch die 6rtlichen Unterschiede in einem System konnen
so untersucht werden. Diese Methode ist nur schwer in stark salzhaltigen Ldsungen,
wie Kulturmedium, durchzufiihren.

e Farbumschlag mit einem chemischen Indikator:
Legt man in dem System einen chemischen Indikator vor, so kénnen zwei Reaktan-
den in geringer Konzentration eine schnelle Neutralisationsreaktion miteinander ein-
gehen. Durch den Indikator sndert 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 Séure oder Lauge. Diese Methode ist sehr einfach
zu realisieren und durch abwechselnde Zugabe von Saure 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.

e Chemische entfirbende Reaktion:
Diese Methode funktioniert #hnlich wie die Methode des Farbumschlages. Die Fliis-
sigkeit im System wird mit Jod Jp gefarbt. Durch die Zugabe einer stochiometrisch
gleichen Menge Natriumthiosulfats NapS903 findet eine schnelle, transportkontrollier-
te Entfarbungsreaktion statt. Der Ubergang vom geférbten zum farblosen Zustand
kann erneut durch Photoelemente gemessen werden.
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e Anderung der Temperatur: o
Durch die Zugabe von heifer Fliissigkeit in die im System vorliegende kalte Fliissigkeit
kann iiber Thermoelemente die Durchmischung gemessen werden. Eine andere Mog-
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 iiber die Thermoelemente auch Informa-
tionen iiber 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-
stromten System ist meistens nicht moglich. Man untersucht daher die Verteilung der
Aufenthaltszeit eines Fliissigkeitselements im System. Dafiir wird am Eingang des kontinu-
lerlichen Prozesses eine Markierung mit einer Tracersubstanz aufgebracht und die zeitliche
Veréinderung 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. Fiir die Tracerkonzentration z7(t) am Ausgang zum Zeitpunkt t gilt dem-
nach:

() = zp(t)

= or =00 (2.7)
mit: t = Zeit [s]

F(t) = Verweilzeitsummenfunktion [-]

o7(t)= Tracerkonzentration [ke/m?]

Prinzipiell unterscheidet man zwei Idealzustinde. Beim idealen Strémungsrohr findet im
Beaktor keinerlei Vermischung der Tracersubstang statt, beim idealen Riihrkessel findet zu
Jeder Zeit eine vollstindige Vermischung statt. Zwischen diesen Extrema liegen nicht ideale
Zusté'inde vor. Abbildung 2.11 auf Seite 30 zeigh die Verweilzeitsummenfunktion als Antwort
auf eine Stufenmarkierung fiir die beiden idealen Zusténde und einen beispielhaften nicht-

idealer.l Z1.1stand dazwischen. Bei der Beaufschlagung mit einer Stufenfunktion gilt fiir die
Verweilzeitsummenfunktion im Falle des idealen Riihrkessels:

t
F{t)=1-ex <-——
(t) Pl-- (2.8)
mit: 7 = mittlere Verweilzeit [s]
und im Falle des idealen Strémungsrohrs:

(2.9)

. . . 2 . 1 0
Fiir die mittlere Verweilzeit: | )

(2.11)
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mit: Vg = Reaktorvolumen [m3)
V = Volumenstrom durch das System [m®/s]

Dariiber hinaus macht es Sinn, eine Zeit t5o zu definieren, in der das Volumen genau zur
Hilfte ausgetauscht ist. Damit lassen sich die Ergebnisse der diskontinuierlich gefiitterten
Versuche in der Himatologie, die iiblicherweise mit halben Medienwechseln durchgefiihrt
werden, einfach mit kontinuierlichen Prozessen vergleichen. Bei Annahme eines idealen
Riihrkessels gilt dabei insbesondere nicht 50 = 0,5 7, was oft félschlich angenommen wird.
Vielmehr ergibt sich aus Gleichung (2.8) auf der vorherigen Seite:

2
mit: 50 = Dauer eines halben Medienwechsels [s]

tso = —7 In (l> ~ 0,693 7 (2.12)

was immerhin eine Abweichung von iiber 38 % zu der falschen Annahme bedeutet.

Fiir die nicht idealen Zustinde bei kontinuierlichen Prozessen kann das Modell der Riihr-
kesselkaskade herangezogen werden. Hier berechnet man die Verweilzeitsummenfunktion
des Systems so, als seien mehrere ideale Riihrkessel als Kaskade hintereinander geschaltet.
Die Zahl der Riihrkessel muss dabei aus Experimenten ermittelt werden. Fiir eine ideale
Riihrkesselkaskade gilt:

N (Nty(i-1)
Nt (Hty
Ft)=1- ) S .
(t) exp( - > 2. im o (2.13)
mit: N = Anzahl der Riihrkessel ]

7 = mittlere Verweilzeit der Kaskade [s]

Fiir die Grenzwerte N = 1 und N — oo geht diese Gleichung in die Formen des idea-
len Riihrkessels (Gleichung (2.8) auf der vorherigen Seite) und idealen Strémungsrohrs
(Gleichung (2.9) auf der vorherigen Seite und Gleichung (2.10) auf der vorherigen Seite)
iiber.

Die experimentelle Ermittlung des Verweilzeitverhaltens bedient sich dhnlicher Metho-
den wie die Mischzeituntersuchungen. Als Tracersubstanzen dienen zumeist Farbstoffe oder
Elektrolytlosungen, deren Konzentrationsverlauf am Auslauf des Systems photometrisch
oder durch eine Leitfahigeitsmessung bestimmt wird. Liegt ein idealer Riihrkessel 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 fiir Zellkulturprozesse.
Alle Kulturen sind aerobe Prozesse, und ein Mangel an Sauerstoff fiihrt schnell zu einem
Absterben der Zellen. Da Saugerzellen, so auch hématopoetische Zellen, keine Zellwand
besitzen, sind besonders schonende diffusive Begasungskonzepte notwendig. Eine Blasen-
begasung ist fiir Zellkulturen im Labormafstab nur sehr schwer zu realisieren. Ubliche
Techniken sind daher die diffusive Begasung direkt iiber die Fliissigkeitsoberfliche oder
durch eine Membran.

Neben dem Eintrag von Sauerstoff dient die Begasung auch in begrenztem Mafe der
Beeinflussung des pH-Wertes. Das Kohlendioxid, das von den Zellen produziert wird, ver-
ssuert besonders bei hohen Zelldichten das Medium stark. Durch die Diffusion aus der
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Abbildung 2.11: Die Verweilzeitsuminenfunktionen als Ausgangssignal eines kontinujerlichen Re-
aktors nach einer Stufenmarkierung

Fliissigkeit in die Gasphase kann zumindest ein Teil des CO4 ausgetragen und so der Ver-
ssuerung entgegen gewirkt werden. Umgekehrt bietet es sich an, der Gasphase bei kleinen
Zelldichten einen geringen Anteil (zirka 5%) CO2 beizumischen, um zu verhindern, dass
das Medium zu basisch wird.

Fiir eine reine Oberflichenbegasung in einem Bioreaktor ergibt sich fiir den volumenbe-

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

OTR = 1% = (s} ~ ) = "5, ~ py) (2.14)
mit: OTR = volumenbezogenen Sauerstoffeintrag [k&/m3 ]
Ve = Reaktorvolumen [m?]
m = Gesamt-Massenstrom des Sauerstoffs [k&/s]
k, = fliissigkeitsseitiger Stoffiibergangskoeffizient [m/s]
e = volumenbezogene Oberfliche [m?/m3)
)

= Stoffkonzentration in der Fliissigkeit an der Phasengrenze [kg/m?]

z; = Stoffkonzentration in der Fliissigphase [ke/m3]
H = Henry-Koeffizient [Pam®/kg]
pg = Sauerstoffpartialdruck in der Gasphase [Pa]

m = Sauerstoffpartialdruck in der Fliissigphase [Pal]

Der gasseitige Stoffiibergangswiderstand kann {iblicherweise vernachléssigt werden.

'Eine Messung des k;a-Wertes in Bioprozessen kann mit verschiedenen Methoden erfolgen
(eine ausfiihrliche Beschreibung findet sich in [251)):

¢ Die stationire Methode:

III-l laufenden P.rozess, also mit einem biologischen Verbraucher in der Flissigkeit,
misst man an einem stabilen Betriebspunkt die Sauerstoffkonzentrationen in der Zu-
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und Abluft sowie in der Fliissigkeit. Durch eine Bilanzierung erhélt man den k;a-
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 grofe messtechnische Herausforderung dar. Ganz
besonders gilt dies bei Zellkulturen, deren Sauerstoffverbrauch vergleichsweise gering
ist.

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

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

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

(2.15)

mit: K = Stoffdurchgangskoeffizient [m/s]
k., = Stoffiibergangskoeffizient der Membran [m/s]

Der Stoffiibergangskoeffizient der Membran lasst sich mit der Permeabilitdt des Mem-
branwerkstoffes und der Wandstérke der Membran berechnen:

PH

: (2.16)

km =
mit: P = Permeabilitit der Membran [k&/mPas]
§ = Membranwandstérke [m]

Auch hier kann der gasseitige Transportwiderstand vernachlassigt werden.

Im Falle einer Begasung mit einer durchstrémten Schlauchmembran muss fiir die Wand-
stirke allerdings ein korrigierter Wert eingesetzt werden. Falls die Fliissigphase durch den
Schlauch geleitet wird, wihrend sich die Gasphase auferhalb des Schlauches befindet, gilt:

==d 2o 2.1
0 2clzln( Z) (2.17)

mit: d; = Schlauchinnendurchmesser [m)]
dg = Schlauchaufendurchmesser [m]
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Dariiber hinaus muss als treibendes Gefille hier der logarithmische Mittelwert zwischen
dem Gefille am Eingang und am Ausgang der Schlauchmembran eingesetzt werden. Ins-
gesamt gilt daher fiir den Gesamt-Massenstrom iiber die Membran:

- 14
. KA pa—niE = Z(pia — P (2.18)
H 5, (Pg—m.E> H

Pg—PLA
mit: A = Membranfliche [m?]
p1,4 = Partialdruck in der Fliissigkeit am Ausgang der Membran [Pa]
pi,e = Partialdruck in der Fliissigkeit am Eingang der Membran [Pa]

V = Volumenstrom durch die Membran [m®/s]

Der fliissigkeitsseitige Stoffeintrag bei einer solchen Schlauchmembran-Begasung lasst

sich auch dimensionslos darstellen. Die Kennzahlen dieses Problems sind die Rohr-Rey-
noldszahl:

Rep = 3’% (2.19)

mit: v = mittleren Strémungsgeschwindigkeit der Fliissigkeit [m/s]

die Schmidtzahl:

v
mit: D = Diffusions-Koeffizienten der Fliissigkeit [m?/g]
und die Sherwoodzahl:
_ ki d;
Sh=-%1 (2.21)

Aus der Analogie von Stoff- und Wérmeaustausch kann m

_ . an fiir das vorliegende Problem
eine empirische Gleichung angeben [185]

Sh = i/ 3,663 + 1,613 Rep sc% (2.22)

mit: I Lénge der Schlauchmembran [m]

2.6.4 Laminare Scherkrifte im Rotationsviskosimeter

Die Scherkrafte in realen Bioreaktoren sind &hnlich wie die Strémungs-Charakteristik nicht

des Verhaltens von verschiedenen Zelltypen un-

parallelen Platte aus. Hier gilt bei Newton’schen Fluiden:

| T=n5 (2.23)
mit: 7 = Schubspannung [Pa)

n = dynamischen Viskositit [ke/ms)

= Geschwindigkeitsgradienten[l/s]
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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 Strémung erzeugt. Wird dabei der
uRere Zylinder bewegt, spricht man von einem Couette-System, bei Bewegung des inneren
Zylinders von einem Searle-System. Wahlt man den Spalt zwischen den Zylindern klein ge-
nug, so kann von einer konstanten Schubspannung tiber die ganze Spaltbreite ausgegangen
werden.

Im Searle-System konnen jedoch Stérungen der Strémung durch Zentrifugalkréfte entste-
hen. Lange bevor die Strémung turbulent wird, kénnen sich dadurch im System gegenlaufige
Ringwirbel, so genannte Taylorwirbel, bilden (Abbildung 2.12). Fiir die Charakterisierung
des Strémungszustandes wird daher bei Rotationsviskosimetern nicht die Reynolds-Zahl,
sondern die Taylorzahl T'a herangezogen.

Die Taylorzahl ist definiert als:

_ 0,5
g = 20T (-‘5—> (2.24)
v o \r
mit: w = Winkelgeschwindigkeit [/s]
§ = Spaltbreite [m]

r; = Radius des inneren Zylinders [m]

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



KAPITEL 3

Material und Methoden

In diesem Kapitel werden die verwendeten Materialien und Methoden der vorliegenden
Arbeit erldutert. Es wird dabei im Wesentlichen auf die prinzipiellen Vorgehensweisen
eingegangen. Ein Herstellernachweis der Gerdte und Chemikalien findet sich im Anhang
in Kapitel B auf Seite 187, die genaue Zusammensetzung der verwendeten Medien und
Losungen 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 durchgefiihrt. Die Arbeiten, die ein Offnen der sterilen Behéltnisse erforder-
ten, fanden unter einer Sicherheitswerkbank statt.

3.1 Medien

Ssmtliche in dieser Arbeit benutzten Medien sowie die Seren und das Plasma sind kommer-
ziell in fliissiger Form erhéltlich. Sie werden steril verpackt geliefert und langerfristig bei -20
°C gelagert. Kurzfristige Lagerungen, wie sie in den Vorlageflaschen wéhrend 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.

3.1.1 Kulturmedien

Fiir serumhaltige Kulturen frither himatopoetischer Zellen wurde als Basalmedium Iscove’s
Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) eingesetzt. Dieses Medium ist stark mit Aminos&u-
ren, Vitaminen und Glukose angereichert. Die Zusammensetzung ist vollsténdig bekannt
und in Kapitel C auf Seite 193 aufgelistet. IMDM wurde, soweit es nicht anders angegeben
ist, ohne den Zusatz von Antibiotika verwendet.

Fiir die serumhaltige Kultivierung der T-Lymphozyten, der Zielzellen des Zytotoxizitéts
Assays und teilweise flir die stromalen Zelllinien kam als Basalmedium RPMI 1640 zum
Einsatz. Auch dieses Medium ist vollstindig 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 fiir die humane Zell-
kultur. Seine genaue Zusammensetzung ist nicht bekannt, doch wird dieses Medium auf
der Basis von IMDM hergestellt. Es enthélt zusétzliche Bestandteile, wie humanes Insu-
lin, Transferrin und Albumin, weshalb es nicht zu den definierten Medien gezahlt werden
kann. X-Vivo 10 ist in zwei Varianten erhiltlich, entweder mit dem pH-Indikator Phenol-
rot und dem Antibiotikum Gentamicin oder ohne diese beiden Stoffe. Letzteres wurde bei
den antibiotikafreien Kultivierungen himatopoetischer Zellen verwendet. In diesen Féllen
wurde das Phenolrot als steril filtrierte Losung entsprechend der Konzentration im IMDM
ergiinzt. Fiir 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 fiir friihe hdmatopoetische Zellen ent-
wickelt worden und wird im Normalfall antibiotikafrei verwendet.
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3.1.2 Seren und Plasma

Serum ist der fliissige Anteil des Blutes, der nach der Blutgerinnung verbleibt. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde fotales Kalberserum (englisch Fetal Calf Serum (FCS)) und Pfer-
deserum (englisch horse serum (HS)) benutzt. Jede neue Serumcharge wurde vor ihrem
Gebrauch auf ihre Wirkung bei hématopoetischen Zellen getestet. Die Chargen, die im
Vergleich zu vorhandenen Chargen eine geringere Proliferation der Zellen bewirkten, wur-
den verworfen. Die iibliche Konzentration des Serums betrug fiir das FCS 10 %, nur bei
der Kultivierung von hématopoetischen Vorlsuferzellen wurden abweichend davon 12,5 %
FCS und 12,5% HS eingesetzt.

Fiir die Kultivierung der Zelllinie NK-92 wurde humanes hitzeinaktiviertes Quaranténe-
Plasma (hhiQ-Plasma) verwendet. Im Gegensatz zum Serum ist das Plasma der fliissige
Anteil des Blutes nach der Zellabtrennung, der, beispielsweise mit Trinatriumzitrat, unge-
rinnbar gemacht wurde. Es enthilt insbesondere noch Fibrinogen [90]. Das Plasma wird
sechs Monate bei -20 °C in Quarantine 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 Quarantinezeit zusitzlich auf Infektionen mit HIV,
Hepatitis B und C sowie Syphilis (TPHA-Test) getestet. Erst bei negativen Befunden fiir
alle Tests wird das Plasma freigegeben. Fiir die Hitzeinaktivierung wird das Plasma fiir
30 Minuten auf 56 °C erhitzt. Dabei fallen die Proteine aus, insbesondere die Immunglo-
buline, die bei einem Einsatz mit immunkompetenten Zellen unter Umsténden ungewollte
Reaktionen hervorrufen kdnnen. Das hitzeinaktivierte Plasma wird abzentrifugiert und der
Uberstand abgenommen. Vor dem Einsatz des aufgearbeiteten Plasmas wurde ein zusétz-
licher Steriltest angelegt.

Eine identische Hitzeinaktivierung ist fiir die Kultivierungen der T-Lymphozyten auch
mit FCS durchgefiihrt worden.

3.2 Zytokine

Alle in der vorliegenden Arbeit benutzten Zytokine sind mit rekombinanten Organismen
produzierte und kommerziell erhéltliche humane Wachstumsfaktoren. Fiir die Kultivierung
von CD347F-Zellen kamen drei Zytokinkombinationen zum Einsatz. Diese sind in Tabel-
le 3.1 auf der néchsten Seite aufgelistet. Der erste Zytokinstandard wurde aus Erfahrungen
aus der Literatur zusammengestellt. Aufgrund der schnellen Entwicklungen im Bereich
df:r Kultivierung hamatopoetischer Zellen wurde wihrend der Arbeit der zweite Standard
el.ngefiihrt. Der dritte Standard entstammt einer strukturierten Untersuchung iiber den
Einfluss der Zytokine, bei der die optimierte Kombination ;

: mithilfe ei i -
gorithmus bestimmt worden war [261] flic eines genetischen Al

. Der genetische Algorithmus ist ein m i
1 rder athematisch
strukturierter Ansatz fiir eine parallele Optimierung von Medienzusammensetzungen in

einem Mehrparameterfeld [295]. Die ZielgrsRe der Optimierung war dabei die maximale
Expans19n_§1er CD34*-Zellen pro eingesetzter Menge Zytokine.
Um die Ubersichtlichkeit zu erhéhen,

werden in d i e
von CD34¥-Zellen der folgenden Kapitel P cen Bescheibungen der Kultivierungen

A nur noch die Nummern der eingeset .
gerll)afnnt, Wli Iszl in Tabelle 3.1 auf der nichsten Seite definiert sind gesetaton Standards
ie wesentlichen Eigenschaften de e
(nach (3, 28, 46, 74, 93]): ¥ verwendeten Zytokine sind im Folgenden vorgestellt

¢ Interleukin-2

IL-2 ist ein Glykoprotein mit einer M
T-Lymphozyten produziert wird.
Proliferation von T-

asse von 16 kDa, das in vivo hauptséichlich von

Es zeigt eine stark stimulierende Wirkun,

und B-Lymphozyten sowie NK-Zellen. g auf die
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Tabelle 3.1: Die Zytokinkombinationen fiir die Kultivierung CD34%-Zellen dieser Arbeit

Standard 1 Standard 2 Standard 3

5] ng/mL IL-3 10 ng/mL IL-3 10 7g/mL IL-3

1 ng/mL GM-CSF 100 ng/mL IL-6 50 ng/mL IL-6

5 8/mL SCF 50 n¢/mL. GM-CSF 50 78/mL SCF
50 ng/mL SCF 10 "g/mL FL

100 ng/mL FL

e 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 frithen himatopoetischen Zellen und zeigt synergistische Eigenschaften mit
anderen Zytokinen.

¢ Interleukin-6
Interleukin-6 (IL-6) hat eine Molekiilmasse von 25kDa. Im Organismus wird es von T-
Lymphozyten, Makrophagen, Monozyten, Fibroblasten und Hepatozyten hergestellt.
Ahnlich wie das IL-3 zeigt IL-6 Synergien mit anderen Wachstumsfaktoren und wirkt
auf frithe hdmatopoetische Zellen.

e Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor
Der GM-CSF ist ein Zytokin, das von Makrophagen, Endothelzellen und T-Lym-
phozyten produziert wird. Es ist 22kDa 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.

e Stem Cell Factor
Der 28kDa schwere SCF ist ein sehr potentes glykosyliertes Zytokin, das sehr fri-
he Vorlsuferzellen der myeloiden und lymphoiden Reihe unterstiitzt, 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 30kDa. Er
unterstiitzt sehr frithe Vorlauferzellen sowie reife Granulozyten, Makrophagen und
Megakaryozyten. Er wird von stromalen Zellen, besonders den Fibroblasten produ-
ziert.

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

len.

3.3 Zellen und Zellaufreinigung

3.3.1 Zelllinien

3.3.1.1 KG-1

Die KG-1 ist eine humane kontinuierliche Zelllinie, die 1978 von KOEFFLER und GOLDE
etabliert wurde [111]. Sie wurde aus Knochenmarkaspirat eines §9-jéhrigen, weiflen Mannes
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gewonnen, der an einer erythroiden Leukimie litt, die sich zu einer akuten myeloiden
Leukiimie entwickelt hatte. Die KG-1 entstammt einer frithen myeloiden Vorlduferzelle
und trégt insbesondere die Oberflichenmolekiile CD34 und CD45. Eine genaue Auflistung
aller Oberflichenmolekiile findet sich bei PASTERNAK und PASTERNAK [203].

Diese Zelllinie wiichst in Suspension und neigt nicht zu Adhérenz oder Aggregatbildung.
Sie bendtigt serumhaltiges Medium, jedoch keine Zytokine. Dies zeichnet die Zelllinie be-
sonders aus. Sie ist die einzige verfiigbare CD341-Zelllinie, die zytokinfrei wichst. Damit
ist sie die ideale Modellzelllinie fiir Entwicklungszwecke. Bei sehr langer Kultivierung von
iiber 10 Monaten oder einer Stimulierung mit Zytokinen koénnen die Zellen in Granulo-
zyten und Makrophagen ausdifferenzieren. Bei diesem Vorgang werden die Zellen wieder
adhérent und verlieren das CD34-Oberflichenmolekiil [239].

Die KG-1 ist sowohl iiber 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) erhaltlich.

3.3.1.2 NK-92

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-jéhrigen, weifen Mannes mit granulérem
Lymphom, einer aggressiven Form des Non-HODKIN-Lymphoms, gewonnen worden. Sie ist
unter anderem CD56™ und CD3™~, weshalb sie eindeutig den Natiirlichen Killer(NK)-Zellen
§uhgliordnet werden kann. Ungewdhnlich ist jedoch, dass ihr das CD16-Oberflichenmolekiil
ehlt.

.Priméire NK-Zellen haben in vivo die Aufgabe, maligne Zellen zu binden und zu lysieren.
Diese zytotoxischen Féhigkeiten zur Abt6tung von Tumorzellen sind bei der NK-92 immer
noch stark ausgepriigt. Sie ist dabei gegen sehr viele verschiedene Tumorarten wirsam
darl'mter Melanome, Leukémien, Lymphome und Myelome [107, 260, 304 305]. In diesexZ
Beziehung ist sie die effektivste NK-Zelllinie, die derzeit zur Verfﬁgung’ steh,t. Die Fahigkeit
i;eht auch zunéchst d§nn nicht verloren, wenn sie durch eine radioaktive Bestrahlung von
A0 Gy \(nirachstumsar.retlert wird [}08, 106]. Daher ist sie von groRem Interesse fiir klinische

nwendungen. SO.ISt geplant, die Zelle zum Tumor-Purging bei Transplantationen [108]
und I@muntherap1en [260] einzusetzen. Schon heute ist sie Teil eines klinischen Versuches
zu;) ;i;r;l;olen Behzndlu.ng von Krebspatienten (siche Kapitel 9 auf Seite 141).

o n(:zb;:;zg?;nufds};l:igzsfn n1c¥1t adhérent, neigen aber zur égggegatbildung. Sie
Medium bestand s Aloreo" gd 0. geringe Mengen IL-2. Das urspriinglich beschriebene
bha Vedlum mit 12,5% FCS, 12,5% HS, 10~6 Mol Hydrokorti-

son und 50 U/mr, IL-2 [68]. Dj -92 i i ini
e [68]. Die NK-92 ist bei der ATCC (Zelllinie Nummer: CRL-2407)

3.3.1.3 Stromale Zelllinien



3.3. Zellen und Zellaufreinigung 39

Die erste ist die M2-10B4, die 1988 aus den stromalen Knochenmarkzellen einer Maus
gewonnen werden konnte [142]. Diese Fibroblasten-Zelllinie wichst adhérent und produziert
Laminin und Kollagen Typ IV. Zusétzlich wurde eine gentechnisch modifizierte Variante
dieser Zelllinie benutzt. Diese sogenannte M2-10B4mod ist so verandert, dass sie humanes
G-CSF und IL-3 produziert [91].

Die dritte Zelllinie ist die S1/Sl. Sie ist ebenfalls eine Fibroblasten-Zelllinie und konnte
aus den Embryonen einer S1/Sl-Maus gewonnen werden [258]. Dieser Maus fehlt die Féhig-
keit, SCF zu produzieren. Die Zelllinie SI/SI ist ebenfalls gentechnisch verédndert, 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 h&matopoetischen Zellen radioaktiv mit 80 Gy bestrahlt.

3.3.1.4 Zelllinien fiir den Zytotoxizitdts Assay

Als Zielzelle fiir den Zytotoxizitits Assay (sieche Abschnitt 3.5.3.5 auf Seite 45) dienten
zwei unterschiedliche Zelllinien.

Die Zelllinie K-562 ist eine primére Erythroblasten-Zelllinie, die 1970 aus dem Knochen-
mark einer 53-jahrigen, weiRen Patientin mit chronischer myeloider Leukdmie gewonnen
wurde [151, 152]. Sie ist iiber die ATCC (Zelllinie Nummer: CCL-243), die ECACC (Zell-
linie Nummer: 89121407) und die DSMZ (Zelllinie Nummer: ACC 10) erhaltlich.

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

3.3.2 Primire 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 Adhésion der Thrombozyten
verhindern, und danach im Verh&ltnis 1:3 mit einer Phosphate-Buffered Saline (PBS)-
Losung ohne Ca?t und Mg?t verdiinnt.

Zur Gewinnung der MNZ durch eine Dichtegradienten-Zentrifugation wird Ficoll Sepe-
rations Solution, ein Trennmedium mit einer Dichte von 1,077 g/mL, mit dem verdiinnten
Blut in einem Zentrifugenrohrchen {iberschichtet und abzentrifugiert (300 x g). Granulo-
zyten und Erythrozyten befinden sich danach wegen ihrer gréferen Dichte am Boden des
Rohrchens und die MNZ als Bande oberhalb des Trennmediums. Uber 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
Zentrifugenrshrchen kann dann ein Bovine Serum Albumin (BSA)-Kissen vorgelegt wer-
den, das aus PBS mit 10 % BSA besteht, und auf das die gewaschenen Zellen {iberschichtet
werden. Beim anschlieRenden Abzentrifugieren (300 x g) sedimentieren die MNZ, wihrend
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.

Fiir 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
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magnetische anti-Hapten Antikérper ~ Hapten

MACS-MicroBeads

Zelle

magnetisierbare Kugel anti-CD34 Antikorper CD34 Oberflachenmolekdil

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

EDTA) auf und wéscht sie einmal. Danach wird die Suspension mit FcR-Blocker und mo-
noklonalen Hapten-konjugierten anti-CD34-Antikérpern 15 Minuten bei 4 °C inkubiert und
anschlieRend noch einmal in MACS-Puffer gewaschen. Die Zellen werden dann mit supra-
paramagnetischen MACS-MicroBeads, die an einen anti-Hapten-Antikorper gebunden sind,
fiir weitere 15 Minuten bei 4 °C inkubiert und erneut in MACS-Puffer gewaschen. Nun sind
{iber die beiden Antigen-Antikorper-Bindungen MACS-MicroBeads an die CD34"-Zellen
gebunden (vergleiche Abbildung 3.1). Eine mit ferromagnetischen Kugeln vorgefiillte Se-
parationssiule wird in ein Magnetfeld platziert, mit der markierten Zellsuspension gefiillt
und dreimal mit MACS-Puffer gewaschen. Zellen, die den anti-CD34 Antikérper gebunden
haben, verbleiben in der Séule. Zellen ohne Antikorper spiilt man bei den Waschschritten
heraus. Anschliefend wird die Saule aus dem Magnetfeld entfernt. Die Partikel verlieren
dadurch ihre Magnetisierung und die CD34%-Zellen kénnen aus der Siule herausgespiilt
werden. Der Aufreinigungsschritt tiber die Saule wird noch einmal wiederholt. Auf diese

Weise werden Reinheiten von durchschnittlich weit iiber 90 % CD34%+-Zellen erreicht.
Fiir eine daverhafte Lagerung werden die Zellen in FCS mit 10 % Dimethylsulfoxid (DM-
i(;ghaifsgesrzzr;lézan§?§ gei -80 °C in e'11.1em Kryoeirffriellgel.riit mit 2-Propanol eingefroren.
ie kryokonservierte Probe in fliissigen Stickstoff umgelagert. Auf

iizig% Weise lassen sich Proben iiber Jahrzehnte ohne Beeintrachtigungen der Zellen lagern

3.3.2.2 T-Lymphozyten

Primére T-Lymphozyten wurden aus dem peripheren Venenblut, das heiflt aus normalen
Blutspenden, gesunder freiwilliger Spender gewonnen. Der Anteil an Lymphozyten in einer
sc?lc].nen Spende ist sehr hoch, weshalb tiblicherweise keine spezifische Aufarbeitung notwen-
dig 1st: Aus der Blutspende wird, wie in Abschnitt 3.3.2.1 auf der vorherigen Seite beschrie-
b.en, die MNZ-Fraktion isoliert. AnschlieRend trennt man verbliebene adhirente Zellen, das
§1111{d Monozyten .und verbliebene Granulozyten, durch Plastikadhirenz abgetrennt I’)azu
irr; 1]13‘212201?;:?11{(11% 1¥S§h§ﬁrd§?e Sttunc%elin Kulturmedium in einer Gewebekulturfla&he
orank. icht adharenten Zellen kénnen dann mi C : z
werden. Die Kryokonservierung von Lymphozyten erfolgtna;nal;ltogegl EIJ:xf rétgxgzlﬁl%%le&gen
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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 0,15 019 026 036 052 08 169 475
[mL/ mL Kryokonservat]

3.4 Kultivierungsmethoden

Dieser Abschnitt beschreibt die allgemeinen Vorarbeiten fiir die Kultivierungen. Die De-
tails der einzelnen Kulturen werden im Zusammenhang der experimentellen Ergebnisse
erlautert.

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 gekiihltes IMDM mit 10 % FCS iiberfiihrt und abzentrifugiert.
Der Waschschritt entfernt insbesondere das zellschidigende DMSO. Abschliefend kann
man die Zellen in dem gewiinschten Kulturmedium aufnehmen.

Ein besonders schonendes Verfahren wurde bei den priméren 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-
lalitdt langsam an die des Kulturmediums an. Man verhindert so, dass die Zellen einem
osmotischen Schock ausgesetzt sind.

3.4.2 Vorkultivierung und Stammbhaltung

Die Vorkultivierung und Stammhaltung wurden in handelsiiblichen Gewebekulturflaschen
im Brutschrank bei 37 °C, 100 % Luftfeuchtigkeit und in einer Gasatmosphére aus Luft mit
5% CO4 durchgefiithrt. Die Stammhaltung der Suspensions-Zelllinien erfolgte bei Zelldich-
ten zwischen 1-10° und 2-108 ¢/mL in IMDM mit 10 % FCS im Falle der KG-1 und mit RPMI
1640 mit 10% FCS bei der Raji und K-562. Fiir die Anzucht stromaler Zelllinien wurde
der Tnhalt einer kryokonservierten Probe in eine Gewebekulturflasche inokuliert. Sobald
die Kultur konfluent war, mussten die Zellen mit Trypsin enzymatisch abgeldst und in eine
1:2 Verdiinnung aufgeteilt neu inokuliert werden. Dem Medium der genetisch modifizier-
ten Zelllinien M2-10B4mod und S1/SI setzt man bei jeder zweiten Passage die Antibiotika
Geneticin und Hygromycin B zu. Diese toten selektiv die Zellen, die in ihrem Genotyp
von den urspriinglichen genetisch verénderten Zellen abweichen. Die Zellen wurden vor der
Bestrahlung abgelost und in einem Zentrifugenrhrchen in 20 mL Kulturmedium aufge-
nommen. Bei den Stromale Zelllinien kam IMDM mit 10 % FCS als Kulturmedium zum

Einsatz.

3.4.3 Vor- und Nachbereitung der KulturgefédRe

Gewebekulturflaschen und -platten sowie Teflon-Beutel sind kommerziell erhaltliche 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 CASY1-Partikelzéhl-
gerét

Zelltyp Untere Messgrenze [pm)] Obere Messgrenze [pum]
himatopoetische Vorlauferzellen 6,00 30,00
T-Lymphozyten 7,80 30,00
Zelllinie M2-10B4 12,00 30,00
Zelllinie S1/S1 10,20 30,00
Zelllinie NK-92 11,10 30,00
Zelllinie KG-1 9,15 30,00

Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Systeme sind dagegen autoklavierbar und man
kann sie wiederverwenden. Vor Gebrauch wurden sie deshalb autoklaviert, anschliefend
mit dem jeweiligen Kulturmedium gefiillt und fiir mindestens 24 Stunden einem Steriltest
unterzogen. Fiir den Fall, dass das spatere Kulturmedium antibiotikahaltig war, kam fiir
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, wihrend des Steriltests.

Nach Abschluss der Kultivierung wurden die Kulturgefife mit den eventuell verbliebenen

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

3.5 Analytische Methoden
3.5.1 Zellzahl und Vitalitit

Die Zahl der Zellen aus Suspensionskulturen wurde direkt nach der Probenahme in ei-
ner Neubauer-Zghlkammer (Hémozytometer) oder mit dem CASY1-Partikelzshlgerst be-
st}mmt. Das Partikelzéhlgerst bestimmt die Lebendzellzahl anhand der Grofenverteilung.
V'1t.ale Zellen sind hiufig grofer als tote Zellen. Fiir eine zuverldssige Zahlung ist eine in-
d%v1due11e Einstellung der Messgrenzen fiir jeden Zelltyp entscheidend. In Tabelle 3.3 sind
die Qren'zen' fiir die Messung der vitalen Zellzahl der Zelltypen in dieser Arbeit angegeben.
) Die \{1ta,1%téit wurde mit einer Trypanblau-Férbung, bei der das Zytosol toter Zellen ge-
farbt Wlljd, im H&mozytometer ermittelt. Die Aussagekraft einer Vita,lit?a’tsbestimmung ist
aber gering. Es werden nur tote, aber noch ganze Zellen erfasst. Zellen, die zerstort sind,

ztc%er apoptotisc?eQZelllen kénnen so nicht bestimmt werden. Daher wurde die Vitalititsbe-
mmmung nur als Qualitit it : ot
e g 1t4tskontrolle durchgefithrt und stellt keinen Kultivierungsparameter

Bei immobilisierten Kulturen mussten zundchst d

. ie Zell 3 ol
werden. Dies geschah entweder mit Trypsin ellen von der Oberfléiche abgeldst

ristallviolett farbt die Zelll Di T .
pension befin cerne. Die Anzahl der Kerne, die

sich nach d i
er Zelllyse in Sus den, kann dann in einer Neubauer-Zahlkammer

bestimmt werden.
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3.5.2 Durchflusszytometrische Analysen

Die Phénotypisierung der Zellen aufgrund ihrer spezifischen Oberflachenmarker (verglei-
che Tabelle 2.3 auf Seite 7) erfolgt mithilfe eines Durchflusszytometers. Bei dieser Methode
werden monoklonale Antikérper gegen spezifische Oberflichenmolekiile 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 gefiihrt, 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 Wellenléingen angeregt. Die Intensitét des emittierten
Lichts wird durch Fotodetektoren gemessen und ist proportional zur Ausprégung des zu
untersuchenden Kennzeichens. Durch unspezifische Bindungen der Antikérper kénnte die
Messung beeintréchtigt werden, weshalb parallel zu den Proben immer eine Negativkontrol-
le untersucht wird. Dazu setzt man Antikérper ein, die den gleichen Isotyp wie spezifischen
Antikérper aufweisen, aber keine Strukturen der humanen Zellen erkennen kénnen (zum
Beispiel Maus IgG1-FITC und Maus IgG1-PE). Neben spezifischen Oberflichenmolekii-
len werden im Durchflusszytometer standardmafig die relative Zellgrofe und -granularitét
iiber ein fiir diese Parameter typisches Streulichtmuster analysiert.

Fiir die Frbungen wurden 10° bis 10% der Suspensionszellen oder abgelsten immobili-
sierten Zellen (sieche Abschnitt 3.5.1 auf der vorherigen Seite) in 100 1 PBS aufgenommen.
Danach wurde diese Suspension mit jeweils 5 ul eines FITC- und eines PE-markierten An-
tikorpers fiir 30min 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

Mit dem Methylzellulose-Assay koénnen die CFC nachgewiesen werden. Das semisolide
Methylzellulose-Medium enthélt die Zytokine EPO, SCF, GM-CSF und IL-3, die die Pro-
liferation und Ausdifferenzierung der Zellen bewirken. Die Nachkommen einer einzelnen
Vorlauferzelle bilden in einem Zeitraum von zwei Wochen einen zusammenhéngenden Zell-
haufen, eine so genannte Kolonie, da ein Wandern der Zellen durch die hohe Viskositét
verhindert wird. Die Zellen werden in so hoher Verdiinnung in das Medium gegeben, dass
sich die Kolonien nicht {iberschneiden. Die Kolonien sind so optisch unter einem Invertmi-
kroskop auszéhlbar. Die verschiedenen Vorlduferzellen (vergleiche Tabelle 2.2 auf Seite 7)
lassen sich anhand der Form und Farbe der Kolonie und der Morphologie der Einzelzellen
typisieren.

Zur Durchfiihrung 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 uL IMDM in einen Milliliter Methylzellulose-Medium ge-
geben. Diese Zellsuspension wurde gut vermischt und in einer 35 mm-Gewebekulturschale
im Brutschrank (37 °C, 5% COg) fiir zwei Wochen kultiviert. Grundsétzlich gehorte 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 friihe
Zellen {iberleben, weiter ausdifferenzierte jedoch absterben. Dafiir 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- 102 Zellen/Vertiefung
der Zelllinien M2-10B4mod und S1/S1 zum Einsatz. Beide wurden vor der Verwendung mit
80 Gy bestrahlt. Nach der Adhésion der stromalen Zellen wurden die hdmatopoetischen
Zellen in sechs verschiedenen Dichten und jeweils zehn parallelen Ansétzen in 100 uL Me-
dium pro Vertiefung inokuliert. Die Dichte reichte dabei von 1 bis 243 Zellen pro Vertiefung
bei der Analyse des Inokulums. Fiir Untersuchungen von Proben aus einer Kultur wurde
jeweils die zehnfache Dichte eingesetzt. Nach sechs Wochen Kultur im Brutschrank (37
°C, 5% COs), wihrend dessen einmal pro Woche die Hélfte des Mediums erneuert wur-
de, konnte der Assay unter dem Invertmikroskop ausgezahlt werden. Als Medium diente
IMDM mit 12,5 % FCS, 12,5 % HS und 1% Penicillin/Streptomycin-Losung.

CAFC bilden unter den beschriebenen Bedingungen rdumlich zusammenhéngende 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 iiber 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 {iberschichtet. So werden sie zwei
Wochen im Brutschrank (37 °C, 5% CO,) weiterkultiviert. Aus den Zellen, die nach dem
CAFC-Assay dazu in der Lage waren, haben sich dann Kolonien gebildet. Der LTC-IC-
Assay wird dquivalent dem CAFC-Assay ausgezahlt.

LTC-IC sind noch frithere Vorlguferzellen, als die CAFC (vergleiche Abbildung 2.4 auf

Seijce 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 Miuse
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Abbildung 3.2: Das Vorgehen beim Zytotoxizitéts Assay

3.5.3.5 Zytotoxizitdts Assay

Die Funktionalitit von zytotoxischen Zellen, wie spezifische T-Lymphozyten und NK-
Zellen, lasst sich mit dem Zytotoxizitéts Assay nachweisen (Abbildung 3.2). Dazu werden
die Zellmembranen einer Ziel (Target)-Zelle mittels Elektroporation durchléssig 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 anschliefend zusammen mit den
Effektor-Zellen, das heift den zytotoxischen Zellen, inkubiert, so werden die Target-Zellen
im Falle einer zytotoxischen Wirkung von der Effektor-Zelle lysiert. Dabei wird der Eu®t-
DTPA Komplex wieder in das umgebende Medium abgegeben. Die Ausschiittung der Eu-
ropiummenge kann nach einer Umwandlung des DTPA-Komplexes mit einer 2-Naphthyl-
Trifluoraceton (NTA)-Lésung zu einem Europium-NTA-Komplex zeitverzogert fluorome-
trisch bestimmt werden und ist in Abhingigkeit des eingesetzten Verhéltnisses von Ziel-
zu Effektorzelle ein Maf fiir die Zytotoxizités.

3.5.4 Medienanalytik

Alle analytischen Verfahren arbeiten mit zellfreien Fliissigkeiten. Vor der Messung miissen
daher eventuell vorhandene Zellen durch Zentrifugation aus der Probe entfernt werden.
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3.5.4.1 Osmolalitit

Die Osmolalitit wurde mithilfe eines Osmometers bestimmt, das die Gefriel.’punkts-}izr-
niedrigung in salzhaltigen Losungen bestimmd. Dabei werden 50 ul Medl}lm bis §uf -7°C
unterkiihlt und mit einem Impfkristall zur Kristallisation gebracht. Die sich dabei einstel-
lende Gefrierpunkttemperatur ist im Vergleich zum reinen Losungsmittel, hier Wasser, ein
MaR fiir die Osmolalitat.

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 Glukonsiure 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 fiir 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 zunichst
zu Glutamat umgesetzt werden, bevor es dquivalent behandelt wird.

3.5.4.4 Laktat

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 Aminosiuren

Um das gesamte Aminosgurespektrum zu bestimmen, wurde eine Aminosgure-HPLC ver-
wendet. Dazu wurden zunsichst die Proteine einer Probe mit Trichloressigsiure gefsllt.
Nac'h' dem Abzentrifugieren wurde der proteinfreie Uberstand mit 1 N Natronlauge neu-
tralisiert und die Aminosiuren mit einem ortho-Phthaldialdehyd-
renden Derivaten umgesetzt. Die so vorbehandelte Probe wurde in
Chromatographie-Ssule in der HPLC aufgetrennt und analysiert.

Reagenz zu fluoreszie-
einer Reversed-Phase-
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metrisch quantifiziert und ist im Vi i :
Menge IL.2, ergleich zu einem Standard ein Maf fiir die vorhandene



3.6. Werkstoffe und die Untersuchung ihres Einflusses 47

3.6 Werkstoffe und die Untersuchung ihres Einflusses

Bei der Untersuchung des Einflusses verschiedener Werkstoffe auf himatopoetische und
stromale Zellen wurden alle relevanten Materialien, die in den neuen Kultursystemen Ver-
wendung fanden, untersucht. Dies waren:

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

e Hochlegierter Edelstahl:
Feste Einbauten werden bevorzugt in rostfreiem Edelstahl ausgefiithrt. Der Standard-
werkstoff ist X6 Cr NiMo Ti17122 (Werkstoff-Nummer: 1.4571), der auch im Rahmen
dieser Arbeit verwendet wurde.

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

e Polydimethylsiloxan (Silikon):
Das Silikon ist das Standardmaterial fiir Dichtungen und Schlauchleitungen.

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

e Polyetheretherketon (PEEK):
PEEK ist shnlich wie PTFE ein inerter Werkstoff. Er wird héufig in der Chromato-
grafie verwendet und ist autoklavierbar.

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

Fiir eine Vergleichbarkeit der Versuche untereinander und mit den Ergebnissen aus der
Literatur sowie als Nachweis der Funktionsfihigkeit des experimentellen Ansatzes wurde
eine Positiv- und eine Negativkontrolle eingefiihrt:

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

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

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

Nach dem Einsetzen der Materialproben wurden die Gewebekulturschalen mit Medium
befiillt. Bei den Untersuchungen des Einflusses eines direkten Materialkontaktes auf die Zel-



48 3. Material und Methoden

Edelstahl-Einsatz
Vertiefung mit Wasser
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10 uL NaOH

5yl NaOH

Abbildung 3.3: Die Bestimmung der Mischzeit durch den Farbumschlag eines Indikators

len wurden die Zellen anschlieRend inokuliert und sieben Tage im Brutschrank (37 °C, 5%
COs) kultiviert. Im Falle der Einflussuntersuchungen ohne direkten Kontakt wurden die
mediengefiillten Gewebekulturschalen zuerst zehn Tage im Brutschrank inkubiert, danach
das Medium abgezogen und in neue Gewebekulturschalen ohne Materialproben gegeben.
In diesen konnten dann die Zellen nokuliert und fiir sieben Tage im Brutschrank (37 °C,
5% COg2) kultiviert werden.

Zum Abernten der Zellen wurde im Falle der stromalen Zellen zunéchst das Medium
abgezogen und verworfen. Die Zellen konnten dann enzymatisch mit Trypsin abgeldst und
abgezogen werden. AnschlieBend wurde die Materialprobe noch dreimal mit 3mL PBS
gewaschen, um eventuell verbliebene Zellen zu gewinnen.

Bei den h&imatopoetischen Zellen wurde das Medium gleichfalls abgezogen, aber nicht
verworfen, da es die Zellen enthielt. Die Proben wurden ebenso dreimal mit PBS gewaschen.

In beiden Fallen wurde die zellhaltige Losung mit der Waschldsung vereinigt und so
abzentrifugiert. Nach der Abnahme des Uberstands konnten die Zellen im Restvolumen
resuspendiert, das verbliebene Suspensionsvolumen bestimmt und die Zellzahl gemessen

werden. Die hématopoetischen Zellen wurden zudem im Durchflusszytometer analysiert
und in Methylzellulose-Assays eingesetzt.

3.7 Verfahrenstechnische Methoden
3.7.1 Bestimmﬁng der Mischzeit

Fiir die Untersuchung der Mischzeit-Charakteristik im Miniatur-Schlaufenreaktor (siehe
Abschnitt 5.1.2 auf Seite 76) wurde die Methode des Farbumschlags mit einem chemi-
scl.ler% Indikator (vergleiche Abschnitt 2.6.1 auf Seite 26) verwendet und weiterentwickelt.
Wie in A.bbildung 3.3 skizziert, wird bei dieser Methode als Indikator 5 mg/L, Phenolrot in
Wasser eingesetzt. Nach dem Befiillen des Miniatur-Schlaufenreaktors kommen 5ul 1N
Natronlguge. hinzu, um eine basische Losung zu erhalten. Mit 10 pL 1N Schwefelsiiure kann
darauﬂnn die Losung vom basischen in den sauren Bereich titriert werden. Dadurch ent-
stght ein de1'1tlicher Farbumschlag von dunkelviolett zu hellgelb. Dieser Farb.um%chla - wird
mit einer Vldeolqamfera aufgefzeichnet, und die Daten werden mit einer Videoiailda%lalyse
szgfgx;eiegt.w i]zlseil;ll;i::i lxlzzlri rrfn;cl .10 u\I;Vl N Natronlauge der basische Ausgangszustand
: - Auf diese Weise ist die Messun iebi ie
Abbildung 3.4 auf der niichsten Seite.zeigt den Aufbau des Vgrzsifzfaggtezv llgiirlil/ﬁ}nblzzux—
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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 iibertrug. Der Reaktor wurde so mit
einer Halogen-Lichtquelle beleuchtet, dass das gesamte Fliissigkeitsvolumen 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
iibertragen werden.

Es wurde grundsitzlich der Umschlag vom basischen in den sauren Bereich gemessen. Die
Zugabe der Schwefelsiure erfolgte erst, nachdem sich die Strémung vollsténdig ausgebildet
hatte und immer nur durch vorsichtige Zugabe eines Tropfens mittig an der Oberfliche des
Reaktors.

Die Bildrate der Videoaufzeichnung betrug in dieser Arbeit 1Bild/s, ist aber prinzipiell bis
maximal 20 Bilder/s frei wihlbar. Bei der digitalen Weiterverarbeitung wurde der mittlere
Griinwert der einzelnen Bilder analysiert. Die Veréinderung im Griinanteil zeigt sich, im
Gegensatz zu den Blau- und Rotanteilen, unter den gegebenen Bedingungen und der Dar-
stellung der Bilddaten im RGB-Format als stérkstes Signal. Um die Griinwerte zu erhalten,
muss die Video-Datei in Einzelbilder umgewandelt werden, die dann einzeln analysiert wer-
den kénnen. Das Vorgehen verdeutlicht Abbildung 3.5 auf der néchsten 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
kénnen von dem Programm Scionlmage Release Beta 3b (Scion Corporation) sukzessive
eingelesen und auf ihren mittleren Griinwert analysiert werden. Das Programm stellt eine
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Abbildung 3.5: Die digitale Videoanalyse
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Abbildung 3.6: Die Umwandlung von Videodateien in Einzelbilder

Adaption des Macintosh-Programmes NIH Image der National Institutes of Health (USA)
fiir 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 kdnnen zwei alternative
Wege beschritten werden (Abbildung 3.6). Die Bilder kénnen mit dem Programm Video
Capture Version 5.02 (Ulead Systems, Inc.) direkt als TIF-Datei gespeichert werden. Die-
ses muss aber einzeln, Bild fiir Bild geschehen. Die andere Moglichkeit ist, die Bilder mit
dem Programm MainActor Video Editor Version 2.03 (Main Concept, GbR Moenig/Zabel,
[293]) zu speichern. Dies geschieht fiir alle Bilder in einem einzelnen Arbeitsschritt. Die
Bilddateien liegen dann jedoch im Joint Photographic Experts Group (JPG)-Format vor.
Bevor sie von Scionlmage eingelesen werden kénnen, miissen 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. Fiir 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 Griinwertes im Programm ScionImage. Der Source-Code
ist in Kapitel E auf Seite 199 abgedruck.

Die hier vorgestelite neue Moglichkeit der automatischen Videobildanalyse ist sehr re-
chenintensiv, da sie ausschlieflich eine Automatisierung von Anwendungsprogrammen dar-
stellt. Um unverh&ltnisméfig hohe Rechenzeiten zu vermeiden, ist ein Computer mit schnel-
lefn. Prozessc?r sehr empfehlenswert. Die Analyse einer Video-Datei mit 1 000 Bildern be-
notigt auf einem Rechner mit einem Prozessor vom Typ Intel Pentium 120 MHz rund

{36 Stgnden. EiI.l Computer mit einem Prozessor vom Typ Intel Pentium IT 350 MHz und
identischer Peripherie (Bus-System, Festplatten-Zugriffszeit, etc.) bendtigt dafiir nur etwa
eine Stunde.
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3.7.2 Verweilzeitmessungen

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 durchgefiihrt werden. Der Suspensionsreaktor wurde dafiir mit
Wasser gefiillt und mit einer Stufenfunktion einer 1 mM KCl-Lésung beaufschlagt. Die Ver-
dnderung der Leitfahigkeit konnte mithilfe einer Leitfihigkeits-Messsonde im Reaktorraum
gemessen und die Werte von einem Computer aufgezeichnet werden.

Beim Festbettreaktor wurde statt des Elektrolyts eine Phenolrot-Losung mit 5me/L als
Stufenfunktion zugefiihrt. Die Verinderung der Rotfirbung konnte direkt am Reaktor-
Ausgang mit einem Photometer bei einer Wellenlédnge von 270 nm gemessen werden. Diese
Daten wurden ebenfalls unmittelbar von einem Computer aufgezeichnet.

3.7.3 Bestimmung des Sauerstoffeintrags

Fiir die Charakterisierung des Begasungsgefafies des Festbettreaktors wurde der Sauerstoff
aus dem Wasser in einem Vorlagegefiff 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 diinnen Gummimatte abgedichtet.
In die Metallplatte ist eine Sauerstoffelektrode integriert. Auf diese Weise wird ein de-
finierter Raum mit Luft oberhalb der Fliissigkeit einer Vertiefung geschaffen. Unter der
Annahme, dass die Fliissigphase mit der Natriumsulfitlosung keinerlei gelosten Sauerstoff
enthilt, 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 fiir Bioverfahrenstechnik der Rheinisch-Westfélischen Technischen Hochschule
Aachen statt.

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

3.7.4 Scherkraftuntersuchungen

Die Scherkraftuntersuchungen fanden in einem Rotations-Viskosimeter statt. Es besteht
aus einem Messbecher und einem Messkorper, die zusammen ein Doppel-Ringspalt-System
ergeben (siehe Abbildung 3.7 auf der néchsten Seite). Der Messkorper ist mit der Mess-
und Antriebswelle verbunden, an der iiber ein Torsionselement die aufgebrachte Schub-
spannung bestimmt wird. Der Messbecher kann an ein Wasserbad angeschlossen werden,
wodurch sich der Doppelspalt einheitlich temperieren lésst. Da es bei ldngerer Versuchs-
dauer zu relevanten Verdunstungs-Verlusten kommen kann, wurde der Raum oberhalb des
Doppelspaltes ebenfalls temperiert. Eine Wicklung von Silikonschlduchen, die ebenfalls an
das Wasserbad angeschlossen war, konnte an dieser Stelle wirksam Verdunstungen des
Mediums verhindern.

Zusitzlich wurde das Medium mit einem vortemperierten und befeuchteten Luftstrom
mit 5% COy begast, um eine Verédnderung des pH-Wertes bei léngerer Untersuchungsdau-
er zu verhindern. Bei sehr niedrigen Drehzahlen musste hier auch zus#itzlicher Sauerstoff
supplementiert werden, um eine entsprechende Limitierung auszuschliefen.
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Abbildung 3.7: Der Versuchsaufbau fiir die Scherkraftunteruchungen mit dem Rotations-
Viskosimeter

Fiir die Untersuchungen des Scherkraft-Einflusses kamen 12ml 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 Kaniile.

Da dieser Versuchsaufbau nicht sicher sterilisierbar ist, wurde in den Versuchen unter
keimarmen Bedingungen und mit Antibiotika gearbeitet.



KAPITEL 4

Grundlegende Voruntersuchungen

4.1 \Werkstoffeinfliisse

4.1.1 Einfliisse auf stromale Zellen

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 néchsten 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 schidigende Wirkung des Bleis, sind im Rahmen der Messgenauigkeit
keine wesentlichen Einfliisse zu erkennen. Dieses Ergebnis entspricht prinzipiell den Erwar-
tungen. Die stromalen Zellen schaffen durch die Ausbildung der Extrazelluldr-Matrix eine
schiitzende 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 schiidigender Einfluss kann deshalb nur durch die Bindung von Néhrstoffen
an den Werkstoff oder das Herauslésen toxischer Substanzen, wie zum Beispiel Weich-
macher, verursacht werden. Weiterhin kann angenommen werden, dass das Serum einen
zusétzlichen schiitzenden Effekt hat. Bis auf das Blei, das in Form von Pb?* auch in Lé-
sung geht, sind alle untersuchten Materialien fiir die Kultivierung von stromalen Zellen
uneingeschrinkt verwendbar.

4.1.2 Einfliisse auf himatopoetische Zellen
4.1.2.1 Einfliisse bei direktem Werkstoffkontakt

Bei der Kultivierung von hiimatopoetischen Zellen (Tabelle 4.2 auf der néchsten Seite)
zeigen die untersuchten Werkstoffe eine wesentlich grofere Wirkung auf die Zellen. Dies
ist aber entscheidend von dem eingesetzten Medium abhéngig. Wihrend in serumhaltiger
Kultur nur Glas, Silikon, Viton und Blei eine spiirbare Schidigung 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 fiir die Untersuchung des Materialeinflusses auf die stro-
male Zelllinie M2-10B4

Zellen: stromale Zelllinie M2-10B4 (bestrahlt mit 80 Gy)

Medium: 5mL/Ansatz RPMI + 10% FCS

Kultursystem: Gewebekulturschalen (@ 60 mm) mit Materialproben im Brutschrank
(37 °C, 5% CO3)

Kulturdauer: 7 Tage

Inokulumsdichte: 3 10% ¢/mL

Fiitterung: keine

Zahl der Versuche: n=4
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Abbildung 4.1: Der Einfluss verschiedener Materialien auf stromale Zellen

Tabelle 4.2: Die Kultivierungsparameter fiir die Untersuchung des Materialeinflusses auf die hé-
matopoetischen Zellen mit direktem Werkstoffkontakt

Zellen: CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut

Medium: 5mL/Ansatz IMDM + 12,5 % FCS + 12,5 % HS + Zytokin-Standard 1 bzw.
X-Vivo 10 + Zytokin-Standard 1

Kultursystem: Gewebekulturschalen (@ 60mm) mit Materialproben im Brutschrank
(837 °C, 5% COs)

Kulturdauer: 7 Tage

Inokulumsdichte: 5 - 10% ¢/mL

Flitterung: keine

Zahl der Versuche: =4

bei frithen Zellen, den CFC, stirker ausgeprigt. Das Wachstum der CFC und damit die
biologische Aktivitdt der Zellen wird besonders durch die Werkstoffe beeinflusst.

Dieses Ergebnis verdeutlicht, warum die Messung der Gesamtzellzahl nicht ausreicht,
um hématopoetische Zellen zu charakterisieren. Die frithen Zellen sind néimlich keineswegs
immer die sensiblere Teilpopulation im Vergleich zu weiter ausdifferenzierten Zellen. So
kann man beispielsweise nach dem Auftauen kryokonservierter Zellen haufig beobachten,

dass speziell die weiter ausdifferenzierten Zellen diese Behandlung nicht iiberleben. Die
Wiederfindungsrate bei frithen Zellen ist dagegen sehr hoch.

4.1.2.2 Einfliisse ohne direkten Werkstoffkontakt

Die grundsétzliche Frage bei der Schidigung der Zellen durch Werkstoffe ist, ob sie durch
den direkten Zell-Werkstoff-Kontakt oder durch eine Interaktion von Medium und Werk-
stoff, wie durch Adsorbtion von Medienbestandteilen oder durch das Herauslosen von to-
xischen Substanzen aus der Materialprobe, verursacht wird. Um diese Frage fiir die hdma-
topoetischen Zellen zu beantworten, wurden die Untersuchungen unter serumfreien Bedin-
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Tabelle 4.3: Die Kultivierungsparameter fiir die Untersuchung des Materia.mleinﬂusses auf die hé-
matopoetischen Zellen ohne direkten Werkstofikontakt in serumfreiem Medium

Zellen: CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut

Medium: 1mL/Ansatz X-Vivo 10 + Zytokin-Standard 1

Kultursystem: Gewebekulturplatte mit zwdlf Vertiefungen ohne Materialproben im Brut-
schrank (37 °C, 5% CO3)

Kulturdauer: 10 Tage Inkubation der Materialien, 7 Tage Kultivierung der Zellen

Inokulumsdichte: ~ 1-10*¢/mL

Fiitterung: keine

Zahl der Versuche: 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 fiir 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 néchsten Seite zeigt eine
deutlich geringere Schidigung 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 iibrigen Materialien haben weiterhin einen sehr starken Einfluss.
Die Schidigung der Zellen ohne Materialkontakt unter diesen serumfreien Bedingungen
ist dabei groRer, als die mit Kontakt in serumhaltiger Kultur. Dies bedeutet, dass das
Serum einen erheblichen schiitzenden Effekt auf die Zellen ausiibt. Die Vermutung liegt
nahe, dass es sich bei der Schidigung der Zellen ohne direkten Werkstoff-Kontakt um ei-
ne Folge von Proteinbindungen an die Material-Oberfliche handelt. Diese Proteine fehlen
in der anschliefenden Kultur. Unter serumhaltigen Bedingungen liegen wesentlich héhere
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 die.ser starken Form nicht beobachtet werden kénnen. Es kann zum Beispiel
k.eln Unte:rschmd zwischen einer Kultur in einer Gewebekulturflasche aus Polystyrol und
einem Spinner aus Glas festgestellt werden (vergleiche Abschnitt 7.2 auf Seite 107). Diese
Beobachtungen konnten sich aus den unterschiedlichen Verh#ltnissen zwischen der Werk-

stoffoberfliche und dem Kulturvolumen erkléiren. Nach einer zehntégigen Inkubation des

Mediums sollten sémtliche Bindungsprozesse abgeschlossen sein und sich eine Séttigung der

Oberfléiche eingestellt haben. Damit wire die St
: ie Stédrke des E altni
der Oberfliche zum Volumen abhéngig. @ s Belts i mock vom Verhilni
teCI}JlrIﬁ d}lle Tgese der Prote.i.nbindung zu prifen und das Fehlen schidlicher Einfliisse im
envoms;;1 e;nval}:‘s.Ze;n( 21113 s}‘llzllaren, wurde das Verhiltnis der Werkstoffoberfliche zum Medi-
iler ldung 4.5 auf der nichsten Seite). Ein Verh#ltni ?

) 1t (Al . éltnis von 11,31 em?/cm3
gnt;ilzilrelltfhi'i) dezll.b}llsl'lemg(.—:n Untersuchungen, das Verhilinis Lem?/em3 dem minia;:urisieﬁ:n
P - Deutlich ist die Abnahme deg schidigenden Werkstoff-Einflusses bei sinkendem

Verhaltnis von Oberfisichen zu Volumen zu beobachten.

4.1.3 Diskussion

Die E i i : .

N éf diregi)ﬁ:is:i:;elegerﬁ cine negative Wirkung der standardmRig verwendeten Werkstoffe

stromale Zellen S:;gs sz{;GOp.oemsche.r Zellen, dagegen keinen wesentlichen Einfluss auf
16868 deckt sich qualitativ mit den in der Literatur beschriebenen Unter-
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suchungen von LATUPPA [135, 134, 136]. Ein quantitativ genauer Vergleich lésst sich ni'cht
durchfiihren, da speziell das Verhsltnis der Oberfléiche zum Volumen nicht angegeben wird.
Die prinzipiellen Aussagen sind aber deckungsgleich: Zum einen sind frithe Zellen beziig-
lich des Werkstoffeinflusses, im Gegensatz zur Kryokonservierung, empfindlicher als weiter
ausdifferenzierte Zellen, zum anderen kann der schidigende Effekt auf Adsorbtionseffekte
beziehungsweise auf das Herauslosen toxischer Substanzen zuriickgefiithrt werden.

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

Die Tatsache, dass die Materialeinfliisse bei den in dieser Arbeit entwickelten Systemen
nicht beobachtbar sind, liegt bei den immobilisierten Systemen zumindest zum Teil an der
schiitzenden Wirkung des Stromas. Insgesamt werden die himatopoetischen Zellen aber
dank des glinstigen Verhéltnisses von Oberfliche zu Volumen nicht wesentlich geschidigt.
Eine Bestétigung findet sich bei COLLINS, der in handelsiiblichen Spinnern aus Glas her-
ausfand, dass ein vorheriges Silikonisieren des Geféifles keinen Vorteil bringt [42]. Diese
Untersuchungen fanden unter serumfreien Bedingungen statt, bei denen die Schidigung
dur'ch Glas prinzipiell grofer ist als die des Silikons (vergleiche Abbildung 4.4 auf der vor-
herigen Seite). Auch hier ist die giinstige Geometrie die wahrscheinliche Erkldrung fiir das
Ausbleiben eines Effektes.

Wicht%ge .K(?nsequenz der vorliegenden Untersuchung, wie der Erfahrungen aus der Li-
teratur, ist in jedem Fall., dass beim momentanen Stand der Technik das Material nur eine
léfnt?rgsordnetja Rolle spielt u¥1d zunéchst keinen wesentlichen Finfluss darstellt. Bei Jjeder
nsflage:vtglft in der Geometne‘der Systeme muss aber der Materialeinfluss beachtet und

werden. Auch bei der Verwendung ganz neuer Materialien legen die vorlie-

genden Ergebnisse nahe, deren Einfluss als Werkstoffprobe und im Kultursystem auf die
Zellen sorgfiltig zu {iberpriifen.

4.2 Der Einfluss der Osmolalitit

Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber den Einfluss der Osmolalitit zeigen besonders
st.;.arke'Schwankungen im"ges'amten Wachstumsverhalten aufgrund der Spendervariabili-
gat. D;f; Daten der ur}abhanglgfen Versuche mit Zellmaterial von zwei verschiedenen Spen-

ern bnnen d.a.her nicht gemeinsam dargestellt werden. Es zeigte sich aber, dass sich die
Si)fenc(lfrvana(])alhi.;éit nur auf. die Proliferations-Fahigkeit der Zellen auswirks. ’Die‘ Lage aller
iieulr; u??s:bed?ﬁ;?ZgZErzililgﬁtjzirizr Sgeniizrvariabilitét betroffen. Dies ermdglicht es,

obwo im§ i igli

Expansionsfaktoren nie eine sicher rep’roduzierb;Vreegiélulc‘ziexsriiﬂr?;&:nrggiejﬁaiiz e\i;gdlmh o

‘cog:g}ilndle ?rc‘l”eiter ung der Untersuchungen des von MCADAMS [162] betrachteten hyper-
auf den hypotonischen Bereich konnten die optimalen Osmolalititen ermittelt

elle 4.4 auf der nichsten Seite. Es lassen sich

Bereich von 0,3-0,32 Osmol /i angegeben Vx(riiilaé?lltzellzahl, w0 der MNZ, kamn i idealer

) ) (Abbildung 4.6 auf der niichsten Sei
Die Expansion der CD34+-Ze11en, dargestellt in Abbildung 4.7 auf SeiteegOnalt;:;zz(‘;iilsle;fzi
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Tabelle 4.4: Die Kultivierungsparameter fiir die Untersuchung des Einflusses der Osmolalitét

Zellen: CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut

Medium: 3 mL/Ansatz X-Vivo 10 + Zytokin-Standard 2

Kultursystem: 25cm? Gewebekulturflaschen im Brutschrank (37 °C, 5% COs)
Kulturdauer: 10 Tage

Inokulumsdichte:  1,1-10%¢/mL

Fiitterung: keine

Zahl der Versuche: n=2
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Abbildung 4.6: Der Einfluss der Medien-Osmolalitét auf die Expansion von MNZ

liches Maximum. Hier zeigt sich aber, dass es bei hoheren Osmolalitéten zu einer relativ
schnellen Inhibierung der CD34%-Zellen kommt. Der hypertonische Bereich ist daher in
jedem Fall zu vermeiden, mdchte man eine Kultivierung von CD34%-Zellen optimieren.
Dazu muss sowohl die urspriingliche Osmolalitdt des Mediums, als auch die Gefahr der
Verdunstung aus dem laufenden Prozess beachtet werden. Verdunstungsprozesse fiihren zu
steigenden Osmolalitéten.

Fin sehr differenziertes Bild liefern die Ergebnisse fiir die koloniebildenden Zellen. Die
gesamte CFC-Expansion hat ein sehr flaches Maximum, das in einem hnlichen Bereich wie
die Maxima der MNZ- und CD34*-Expansion liegt (Abbildung 4.8 auf Seite 61). Schliisselt
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
Moaxima, fiir BFU-E und fiir CFU-G und CFU-M. Die erythroide Reihe wird besonders bei
sehr hohen Osmolalititen, in einem Bereich um 0,34 Osmol/kg, unterstiitzt. 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 zundchst angenommene
flache Maximum fiir 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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Abbildung 4.7: Der Einfluss der Medien-Osmolalitit auf die Expansion von CD34%-Zellen

Untersuchungen von MCADAMS zum Einfluss des pH-Werts [165, 1671. Auch hier pat spe?’zz
ell die erythroide Reihe unterschiedliche Optimalbedingungen (vergleiche Abschmt.t 25 .
auf Seite 22). Abhéngig von der Zielsetzung der Kultivierung kann demnac}.l auch .dle einge-
stellte Medien-Osmolalitét einen wichtigen Einfluss haben. Der Kompromiss, bei de.m al.le
Subpopulationen der Ausdifferenzierungs-Reihen gleichwertig unterstiitzt werden, liegt in
dem Bereich von 0,31-0,32 Osmol/kg.
Es konnte auch gezeigt werden, dass sich die Osmolalitiit bei allen eingestellten Werten

wéhrend der Kultivierung nicht wesentlich &ndert (Abbildung 4.10 auf Seite 62). Tenden-

ziell scheint die Osmolalitt wihrend der Kultivierung leicht zu steigen. Dies spricht fiir

Verdunstungseffekte, die entweder auf nicht absolut ideale Bedingungen im Brutscl.lrank
oder auf die Handhabung der Kulturgefife wihrend der Probenahmen zurﬁckzufuhre"n
sind. Begiinstigt wird dies sicherlich auch durch die geringe Stoffwechselaktivitit der hii-

matopoetischen Zellen. Dabei bilden die Zellen aus einer grofen Anzahl niedermolekularer

Stoffe eine kleinere Anzahl hdhermolekulare Stoffe. Dadurch wird die Osmolalitéit gesenkt.
Als praktische Konsequenz kann bej Kulturen gezielt die optimale Osmolalitit eingestellt

werden, die dann iiber den gesamten Kulturzeitraum vorliegt.

4.3 Fiitterungsstrategje

Bei dem Vergleich verschiedener Fﬁtterungsstrategien sollte versucht werden,
limitierende Substrate zu finde

n. Es sollte dariiber hin
der Bedeutung von niedermole

kularen Nihrstoffen im
Wachstumsfa,ktoren, den 7 i

Hinweise auf
aus die grundlegende Frage nach
Vergleich zu den hochmolekularen
. Diese Inokulumsdichte stellt einen Wert im oberen Bereich
der bevorzugten Inokulumsdichten dar (vergleiche Abschnitt 2.5.3.5 auf Seite 22). Nach
siebentégiger Kultur wurde ein Ansaty ungefiittert weiterkultiviert wnd drei Ansiitze un-
terschiedlich gefiittert: einer mit zytokinfreiem Medium, einer nur mit Zytokinen und ciner
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Abbildung 4.9: Der Einfluss der Medien-Osmolalitét auf die Expansion von BFU-E und CFU-G/M
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Abbildung 4.10: Die Verinderung der Medienosmolalitét wahrend der Kultivierung

Tabelle 4.5: Die Kultivierungsparameter fiir die Untersuchung der Fiitterungsstrategie

Zellen: primére CD34™-Zellen aus Nabelschnurblut

Medium: 5mL/Ansatz CellGro SCGM + Zytokin-Standard 2
Kultursystem: 95 cm? Gewebekulturflaschen im Brutschrank (37 °C, 5% COz2)
Kulturdauer: 14 Tage

Inokulumsdichte: 3-10% ¢/mL

Fiitterung: variierend (siehe Text)

Zahl der Wiederholungen: n=2

mit zytokinhaltigem Medium. Die gefiitterten 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 fiir die verschiedenen h&matopoetischen Subpopulationen. In Abbil-
dung 4.11 auf der néchsten Seite ist zun&chst die Expansion der MNZ dargestellt. Der
positive Effekt des Fiitterns mit Medium ist deutlich zu beobachten. Es ist auch zu sehen,
dass die Zugabe der Zytokine noch einen zusétzlichen positiven Effekt hat. Der Kurven-
verlauf 1dsst 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-
fatterung von Medium weiter auf einem Wert von durchschnittlich 0.022 /. 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 fiir die ez vivo
Kultivierung.

Betrachtet man die biologische Funktionalitiit der Zellen, indem man die Expansion der
CF? auftrigt (Abbildung 4.12 auf Seite 64), wird zwar die Notwendigkeit der Medien-
Zufiitterung erneut sichtbar, der starke Effekt der Zytokine ist hier aber besonders auffal-
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Abbildung 4.11: Die Expansion mononukleérer Zellen bei verschiedenen Fiitterungsstrategien

lend. Der Einfluss der Wachstumsfaktoren auf die biologische Funktionalitét ist wesentlich
stirker, als auf die Gesamtzellzahl und die allgemeine Wachstumsrate.

Anders als bei den iibrigen Subpopulationen ist das Ergebnis fiir die CD347"-Zellen in
Abbildung 4.13 auf der n#chsten Seite. Hier kann bis zum zehnten Tag eine sehr geringe
Auswirkung der Zufiitterung beobachtet werden. Obwohl die Zellen in der ungefiitterten
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 Grofe der Population der CD34%-Zellen in den nicht mit Medium gefiitterten Kultu-
ren sehr stark ab. In den gefiitterten Ansétzen ist dagegen beinahe noch ein Erhalt dieser
Zellen zu beobachten. Prinzipiell sieht man auch hier die Tendenz des zusétzlich positiven
Effekts der Zytokine, wenn auch in abgeschwéchter Form.

Einen Hinweis auf die Art der Limitierung ergibt die Medienanalyse der Kulturen. Zu
den wesentlichsten niedermolekularen Bestandteilen gehdren dabei Glukose und die Ami-
nosiuren. Glukose war in den vorliegenden Kulturen keinesfalls limitierend und lag zu jeder
Zeit in ausreichenden Mengen von iiber 1¢/L vor. Die Konzentration des in der Glykolyse
gebildeten Laktats lag unter 20 mmol/, so dass eine Inhibierung ausgeschlossen werden kann
[82, 263]. Ein differenzierteres Bild ergibt sich bei den Aminosiuren. Abbildung 4.14 auf
Seite 65 zeigt den Verlauf der Wiederfindungsraten der Aminosguren in der ungefiitterten
Kultur. Wihrend die meisten Verliufe keinen Hinweis auf Limitierungen und Inhibierungen
geben, fallen vier Aminosduren auf. Auf der einen Seite sammelt sich Alanin {iberdurch-
schnittlich stark an, auf der anderen Seite werden Asparagin, Glutamin und Serin praktisch
vollstandig verbraucht. Die Konzentrationen sinken dabei auf minimal 5% des Ausgangs-
wertes. Man kann annehmen, dass eine oder mehrere der drei verbrauchten Aminos8uren
in Kombination, die wesentliche niedermolekulare Limitierung der Kultur ausmachen. Eine
Inhibierung ist nicht wahrscheinlich. Die Akkumulation des Alanin auf fast da,s_ Doppelte
des Ausgangswertes, was einer Konzentration von weniger als 0,6 mmol/L entspricht, kann

als gering angegesehen werden.
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Abbildung 4.14: Verlauf der Aminoséurekonzentrationen relativ zum Ausgangswert in ungefiitter-
ter Kultur

Betrachtet man die maximalen zellspezifischen Verbrauchsraten der einzelnen Amino-
siuren (Abbildung 4.15 auf der nschsten Seite), fallt besonders der niedrige Asparagin-
Verbrauch auf. Obwohl es sich um eine der niedrigsten Verbrauchsraten handelt, limitiert
dieser Stoff. Asparagin liegt in den Medien in unverhéltnismafig geringen Mengen vor.
Dies zeigt, dass es nicht ratsam ist, ungepriift Medien-Zusammenstellungen von ande-
ren Zelltypen auf himatopoetische Zellen zu iibertragen und weiterhin, dass eine solche
Uberpriifung bei den kiuflich erhéltlichen Spezialmedien fiir hiimatopoetische Zellen, wie
dem verwendeten CellGro SCGM, offensichtlich nicht stattgefunden hat. Diese Tatsache
ist noch unverstindlicher, wenn man beriicksichtigt, dass die Aminoséure-Verbrauchsraten
der hamatopoetischen Zellen deutlich unterhalb der von Standard-Zelllinien der S&uger-
zellkultur liegen. Beispielsweise werden fiir die Glutamin-Verbrauchsrate mehr als 19fach
hohere Werte bei Hybridoma-Zellen und 21fach hohere Werte bei CHO-Zellen angegeben
[5, 57]. Die Versorgung der h&matopoetischen Zellen mit niedermolekularen Substraten
scheint danach im Vergleich zu der Versorgung von iiblichen tierischen Zelllinien keine
grofe Herausforderung darzustellen. Aus diesen Ergebnissen folgt auch, dass es sinnvoll
ist, die entsprechenden Aminosiuren dem Medium zu supplementieren. Dieses Vorgehen
wird beispielhaft in Kapitel 9 auf Seite 141 fiir die Zelllinie NK-92 demonstriert.

4.4 Untersuchungen des Scherkrafteinflusses

Die Untersuchungen des Einflusses von laminaren Scherkriften auf hdmatopoetische Zellen
verfolgen zwei Ziele. Zum einen soll die Zelllinie KG-1 als Modell fiir primére CD34%-
Zellen bestitigt werden, zum anderen bieten die Ergebnisse die Moglichkeit, Vergleiche
mit anderen Zelllinien aus dem Bereich der Séugerzellkultur zu ziehen.
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Abbildung 4.15: Maximale Aminoséure-Verbrauchsraten in ungefiitterter Kultur

Tabelle 4.6: Die untersuchten Schubspannungen und die zugehdrigen Taylorzahlen

Schubspannung 7 [Pa] Taylorzahl (Auenspalt) T'a, [] Taylorzahl (Innenspalt) T'a; |-]

0,64 24,40 18,63
145 55,36 42,28
2,47 94,56 71,99
3,29 125,75 96,04
4.4.1 KG-1

Die Messungen wurden bei vier verschiedenen Schubspannungen durchgefithrt (Tabel-
le 4.6). Bis auf die niedrigste Scherrate liegen alle Messpunkte bereits im Ubergangsbe-
reich. Eine Bildung von Taylorwirbeln ist daher wahrscheinlich. Alle Werte liegen jedoch
weit unter der Grenze zur turbulenten Strémung, weshalb man néherungsweise trotzdem
von einer laminaren Strémung ausgehen kann.

Fir jede Schubspannung wurden vier Messreihen aufgenommen. Die betrachtete Scher-
zeit lag dabei zwischen einer Minute und einem Tag. Ein Beispiel zeigt Abbildung 4.16 auf
der néchsten Seite. An jede Messreihe wurde dan

u eine exponentielle Funktion angepasst.
Die Funktion, die ebenfalls in der Abbildung dargestellt ist, hat die Form:

ct)  _
=0 = exp(kt) (4.1)
mit: ¢ = Zelldichte [¢/m3]
t = Zeit [s]
k = Absterbekoeffizienten [1/s]

Der Absterbekoeffizienten ist auch der Anpassungs-Parameter. Die Definition des Ab-
sterbekoeffizienten als positive Grofe fithrt automatisch zu negativen Werten von k. Dies
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Abbildung 4.16: Die Messwerte einer beispielbaften Absterbekurve fiir die Zelllinie KG-1 bei einer
Schubspannung von 3,29 Pa und die dazugehdrige Anpassung

ist sinnvoll. Im Extremfall, der Abwesenheit jeglicher Scherkraft, geht diese Form in den
normalen Ansatz fiir ein exponentielles Wachstum der Zellen iiber. Dann ist der Abster-
bekoeffizient k identisch mit dem Wachstumsfaktor x4 und ermdglicht ein gemeinsames
Auftragen des Wachstumskoeffizienten und des Absterbekoeffizienten.

Abbildung 4.17 auf der nichsten Seite zeigt diese Koeffizienten als Mittelwert von jeweils
vier unabhéngigen Messungen. Der Wert fiir die Schubspannung von 0Pa entspricht dem
mittleren Wachstumskoeffizienten in statischer Kultur, also unter Abwesenheit jeglicher
Agitation des Mediums. Es zeigt sich eine ndherungsweise lineare Abhéngigkeit zwischen
der Schubspannung und dem Absterbekoeffizienten. Mit der ebenfalls in der Abbildung
dargestellten Anpassung lasst sich eine Aussage iiber 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 0,034 Pa durch-
gefiihrt. Bei diesem Wert miissen die Zellen sich vermehren, aber nicht mit der maximalen
Wachstumsrate. Mit der Messung kann sowohl die Anpassung aus Abbildung 4.17 auf
der nachsten Seite, als auch der gesamte Versuchsaufbau iiberpriift werden. Gibt es ne-
ben den Scherkriften andere schidigende Bedingungen, so diirften die Zellen sich unter
einer so geringen Schubspannung nicht vermehren. In vier unabhéngigen Versuchen, in
denen die Zellen bis zu 48 Stunden kultiviert wurden, konnte eine Wachstumsrate von
0,0115 # 0,00751/n ermittelt werden. Die lineare Korrelation der experimentellen Ergeb-
nisse (vergleiche Abbildung 4.17 auf der nichsten Seite) sagt einen Wert von 0,01021/n
voraus. Die Messmethode und die gefundene Korrelation ist damit bestétigt.

4.4.2 Primire himatopoetische Zellen

Eine #quivalente Untersuchung mit priméarem Zellmaterial ist aufgrund der notwendigen
sehr hohen Zellmengen nicht mdglich. Es ist aber bekannt, dass die Zelllinie KG-1 prin-
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Abbildung 4.17: Die Wachstums- und Absterbekoeffizienten der Zelllinie KG-1 in Abhingigkeit
von der Schubspannung

zipiell die gleiche durchschnittliche Wachstumsrate wie primére CD34%-Zellen hat. Unter
der Annahme, dass auch bei den primsren 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 unabhingige Mes-
sungen durchgefithrt. Die CD347-Zellen wurden vor der Messung sieben beziehungsweise
zehn Tage in X-Vivo 10 mit dem Zytokin-Standard 2 kultiviert. Nach dieser Kultivierung
waren genligend Zellen fiir eine Messung vorhanden. Der danach ermittelte Absterbekoef-
fizient betrug 0,391 =+ 0,152 Pa, der Vergleichswert der KG-1 betrégt 0,378 £ 0,151 Pa.

4.4.3 Diskussion

Die Wachstums- und Absterbekoeffizienten der priméren Zellen und der KG-1 sind im

Rahmen der Messgenauigkeit identisch. Damit ist die Kquivalenz der Scherempfindlichkeit
nachgewiesen, und die KG-1 kann als Modell-

Zelllinie flir primére himatopoetische Zel-
len eingesetzt werden. Vor dem Hintergrund, dass nur die absolut notwendige Menge an
priméren Zellen fiir die Untersuchungen verwendet wurde, sind keine weitergehenden Aus-
sagen moglich. Besonders die Annahme der linearen Abhéngigkeit zwischen dem Abster-
beloeffizienten und der Schubspannung kann nicht tiberpriift werden. Ausgehend von den
beiden bekannten Messpunkten ist es allerdi

ngs unwahrscheinlich, dass die Abhéngigkeit
wesentlich von der linearen Form der KG-1 abweicht. Prinzipiell sind geringe Abweichung
vom linearen Zusammenhang aufgrund der biologischer Vorgénge bei der Scherbelastung

zu erwarten, die verwendete Messmethode ist jedoch zu ungenau, um diese aufzuzeigen.
Die ermittelten Daten lassen einen Vergleich mit Literaturwerten zu. Die beschriebenen
Untersuchungen mit priméren hématopoetischen Zellen kénnen dazu aber nicht herange-

zogen werden. Sie verwendeten Zellen aus peripherem Blut vor dem Hintergrund méglicher
Beeintréchtigungen der Zellen im flieRenden Voliblut 4n vivo (zum Beispiel [169]). Dabei
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Abbildung 4.18: Die Wachstums- und Absterbekoeffizienten der Hybridoma-Zelllinien CRL-8018
und HDP-1 (sowie primérer CD34™-Zellen als Vergleich) in Abhéngigkeit der Scherkraft

kommt es bei Scherbelastung zu einer Aggregatbildung der Zellen, besonders in Zusam-
menhang mit Thrombozyten, die eine schiitzende 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 moglich. 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 selbstversténdlich
ist, sind in der Abbildung zusétzlich die Ergebnisse einer Untersuchung der Hybridoma-
Zelllinie HDP-1 [247] gezeigt [1]. Diese Zelllinie ist wesentlich scherunempfindlicher und
zeigt zudem keine lineare Abhéngigkeit des Absterbekoeffizienten von der Schubspannung.

Durch das &hnliche Verhalten der Zelllinie CRI-8018 lassen sich die Erfahrungen mit
diesen Zellen in verschiedenen Kultursystemen wahrscheinlich auf himatopoetische Zel-
len iibertragen. Eine praktische Uberpriifung dieser Annahme konnte dariibgr hinaus se‘hr
unkompliziert mit der Zelllinie KG-1 als Modell erfolgen. Die CRL-8018 ist sowohl im
Spinner-System als auch in einem kontrollierten Suspensionsreaktor um.fassencll untersucht
worden [174, 207, 208]. Die Ergebnisse der Spinner-Kulturen lassen'emen dlrektgn Ver-
gleich mit den Ergebnissen dieser Arbeit zu. Hierauf wird in Abschmt"c 7.2 a?uf Seite 1‘07
eingegangen. Der untersuchte Suspensionsreaktor (Setric Genie 2C, Setric Genie Iildustrle},
Toulouse, Frankreich) hatte ein Arbeitsvolumen zwischen 750 mL und 2L und wére damit
nur fiir eventuelle Kultivierungen im groferen MaRstab ein interessantes System.

Die vorliegende Untersuchung kann sicherlich nicht alle Einflussfaktoren der Schersen-
sibilitst von Zellen umfassend beriicksichtigen. Bekannte Faktoren, wie beispielsweise die

Wachstumsphase der Kultur, spezielle Stréomungszusténde und die Anwesenheit von Serum
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Tabelle 4.7: Die optimalen Bedingungen fir die Kultivierung frither hamatopoetischer Zellen

Parameter Wert
Temperatur 36-37 °C
Sauerstoffpartialdruck 25 + 10 % Luftssttigung
pH-Wert 7,2-74
Osmolalitét 0,31-0,32 Osmol/yg
Inokulumsdichte < 5-10%¢/mL

oder von Schutzadditiven wurden nicht speziell beriicksichtigt (weitere Untersuchungen zu
einzelnen Faktoren finden sich zum Beispiel in [19, 38, 62, 132, 140, 168, 222, 244, 249,
{ibersichten fiber das Thema in [37, 201, 270, 269, 273]). Es ist bekannt, dass diese Fak-
toren einen spiirbaren Einfluss auf Zellen haben, auch wenn die konkreten Auswirkungen
gum Teil umstritten sind. Zum Beispiel gibt es ganz unterschiedliche Aussagen, ob Serum
eine mehr physikalische oder chemisch-biologische Schutzwirkung hat [133, 141].

Tm Fall der ez vivo Vermehrung hématopoetischer Zellen sind diese Fragestellungen aber
von niedriger Prioritst. 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 zulissig. 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 (siche Abschnitt 2.5.3 auf Seite 18) ein klares Parameterfeld fiir die optimale Kultivie-
rung hamatopoetischer 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 unterstiitzt. Fiir
die Kultivierung frither Vorliuferzellen 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
einschlieft. Eine genauere Differenzierung findet also nicht statt. Ein ideales Maf fiir die
Kultivierung moglichst frither 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 wihrend der gesam-
ten Kultivierung eingehalten wird, kann davon ausgegangen werden, dass beziiglich dieser
Parameter die Kultur sehr nahe am Optimum betrieben wird. Eine relevante Verbesserung
der Zellexpansion durch Variation dieser physikalischen Rahmenbedingungen kann ausge-
schlos.sen werden. Wesentlich fiir die weitere Optimierung ist die Medienzusammensetzung.
Dabei haben.die Untersuchungen zur Fiitterungsstrategie mehrere wichtige Erkenntnisse
gebracht‘. In jedem Fall ist es bei Kultivierungen iiber einen Zeitraum von mehr als sieben
Ta'gerf hinaus notwendig, zu fiittern. Mogliche Limitierungen liegen dabei zwar zun#chst
bei n}edermglekularen Stoffen, jedoch hat die Fiitterung frischer Zytokine immer einen
fieuthch positiven Effekt. Ebenso wichtig wie die Aufhebung der Aminosiurelimitierun
ist daher die Zugabe frischer Zytokine. ’
' II.I). fol.genden Ka.upitel werden die Kultursysteme vorgestellt, deren zentrale Aufeabe es ist
die in diesem Kapitel vorgestellten optimierten Bedingungen in einem releva,ntei Maféstal;
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iiber die vollsténdige Kulturzeit zu ermdglichen. Die Optimierung der Medienzusammen-
setzung durch eine geschlossene Bilanzierung der Bestandteile wahrend der Kultur ist nicht
Aufgabe dieser Arbeit, sondern vielmehr deren folgerichtige Weiterfithrung. Die Kultursy-
steme sollen die Moglichkeit schaffen, eine geschlossene Bilanz zu erstellen. Dariiber hinaus
sollen sie auch eine kontrollierte Kultur ermdglichen, so dass einzelne Parameter variiert
werden kénnen, ohne dass sich andere zwangsldufig dndern.






KAPITEL 5

Konstruktion der Kultursysteme

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 fiir klinische Ap-
plikationen und die prinzipiell aus Erfahrungen mit tierischen Zellkulturen abschétzbare,
erreichbare Zelldichte bestimmen die Kulturvolumina. Dariiber hinaus sind die geforderten
konstanten physikalischen Kultivierungsparameter nur mit einer geeigneten Messtechnik
im Reaktorraum realisierbar. Die notwendige Fiitterung kann prinzipiell diskontinuierlich
durch manuellen Austausch des Ndhrmediums erfolgen. Jedoch konnen so keine konstanten
Konzentrationen der Medieninhaltsstoffe gewdhrleistet werden. Mit einer kontinuierlichen
Zufiitterung in einer perfundierten Kultur ist dies mdglich. Durch die gezielte Riickhal-
tung der Zellen im Reaktorraum wird eine Verweilzeit-Entkopplung von Biomasse und
Nghrmedium erreicht. Damit lassen sich durch die gezielte Zufiitterung prinzipiell auch
alle chemischen Parameter in der Kultur kontrollieren und gegebenenfalls konstant hal-
ten. Die spezielle Ausfithrung dieser Zellriickhaltung ist eine zentrale Problemstellung bei
der Konstruktion neuer Kultursysteme. Im immobilisierten System ist die Zellriickhaltung
praktisch immanent. Solange die Oberfliche, auf der die Zellen haften, nicht den Reaktor
verlisst, was sehr einfach zu verhindern ist, ist eine Zellriickhaltung gegeben. In suspen-
dierten Systemen ist die Frage der Ausfilhrung einer Zellriickhaltung dagegen zunichst
offen und bedarf besonderer Aufmerksamkeit.

5.1 Immobilisierte Systeme

Die immobilisierten Systeme basieren auf der Idee, die himatopoetischen Zellen in Kokul-
tur mit stromalen Zellen auf pordsen Mikrotrigern mit einem Durchmesser von 400-700 pm
zu kultivieren. Dadurch werden die Verhltnisse in vivo in zweierlei Hinsicht mimikriert.
Zum einen wachsen die himatopoetischen Zellen wie im menschlichen Kérper in direktem
Kontakt mit den stromalen Zellen und der extrazelluldren Matrix und zum anderen findet
dies, genau wie im Knochenmark, in einem dreidimensionalen Verba'nd sta'tt. Hierdurch soll
den Zellen erméglicht werden, alle, auch die noch unbekannten, :St1mu1§t10nen und Wech-
selwirkungen zu erfahren. Aufgabe des Kultursystems ist es, eine geeignete Umgebung,,
cinschlieRlich der kontrollierten Versorgung der Zellen mit Néhrstoffen und Sauerstoff, fiir

diese bewachsenen Mikrotréger zu schaffen.

5.1.1 Der Festbettreaktor

Der Festbettreaktor ist die Weiterentwicklung eines Wirbelschich‘treaktfors fur die tieri-
sche Zellkultur [18, 76]. Deshalb folgt der prinzipielle Aufbafu, wie er in Abbildung 5.1
auf der niichsten Seite dargestellt ist, der Wirbelschichttechmk: De?* Realftor besteht aus
einer Glasrdhre, die als Kultivierungsraum dient. Hierin liegen d}e Mikrotrager als Festbett
auf einem Haltesieb. Das Festbett wird kontinuierlich durch einen e'xtejrnejn Umlguf .von
Medium durchstromt. Die Perfusion des Reaktors erfolgt durch kontinuierliches Einleiten
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Abbildung 5.1: Das Prinzip des Festbettreaktors

von Frischmedium in den Umlauf. Oben an der Reaktorrdhre wird durch einen Uberlauf
das verbrauchte Medium abgefiihrt. In den Umlauf ist neben dem Zulauf des Frischme-
diums, der peristaltischen Umlaufpumpe und der Messtechnik, auch ein Begasungsgefaf
integriert. Die Begasung erfolgt dabei diffusiv iiber diinnwandige Silikonschlauche. Die
fibrigen Leitungen sind aus Marprene-Schliuchen gefertigt, die keine Diffusion tiber die
Schlauchwand zulassen. Dadurch wird einerseits eine sehr kontrollierte und definierte Be-
gasung ausschlieRlich fiber das Begasungsgefif ermdglicht, andererseits wird ein Ausgasen
iiber 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 Osmolalitit fithrt. Abbildung 5.2 auf der nichsten Seite zeigt eine
Fotografie des Festbettreaktors.

Der erste Festbettreaktor, der von SCHRODER und MEISSNER verwendet wurde [172,
243], bestand aus einem Wirbelschichtreaktor, bei dem die Richtung des Medienumlaufs
umgekehrt wurde, so dass in der Reaktorrdhre die Strémung von oben nach unten verlief.
Das Haltesieb fiir die Tréiger wurde lose in die Rhre gelegt. Zwei Punkte sind bei dieser
Konfiguration von Nachteil. Erstens ist es nur sehr schwer moglich zu verhindern, dass Tré-
ger seitlich am Sieb vorbei in den Umlauf gelangen, wo sie durch die Pumpe geschidigt wer-
den. Zweitens ist das Verhéltnis von Gesamtvolumen des Systems zu Trigerschiittvolumen
duferst ungiinstig. Dieses Verhéltnis sollte moglichst klein sein, was sowohl 6konomische
wie biologische Griinde hat. Je kleiner das Verhdltnis, 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 18slichen Wachstumsfaktoren durch die Zellen von grofier Bedeutung. Je klei-
ner das Verhéltnis von Gesamtvolumen zu Trigerschiittvolumen ist, umso hoher ist die
Konzentration dieser Faktoren im Medium.

Der weiterentwickelte Festbettreaktor 16st beide Probleme. Der untere Teil der Reaktor-
réhre wurde mit einem Flansch statt einem Glaskonus versehen, das Haltesieb wird dort
fest verklemmt. Zusétzlich wurde statt des Siebes (Maschenweite 0,5 mm) allein eine zwei-
lagige Kombination aus dem Sieb und einem Kunststoff-Gewebe (Quadratmaschengewebe,
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Abbildung 5.2: Fotografie des Festbettreaktors

Maschenweite 40 um) verwendet. Dadurch ist es ausgeschlossen. dass Trager in den Umlauf
gelangen.

Um das Verhiiltnis von Gesamtvolumen zu Tragerschiittvolumen zu verbessern, wur-
den die Volumina im Umlauf stark verringert. Dazu wurden kleinere Schlauchdurchmes-
ser gewihlt, die Elektroden-Halterungen umkonstruiert und ein wesentlich kleineres Bega-
sungsgefiak konstruiert. Das Begasungsgefak zeichnet sich zusitzlich durch eine definierte
Geometrie der Stoffiibergangsfldche aus.

Inshesondere die externe, das heikt im Umlauf gelegene. Begasung vergrobert das Ver
hiltnis von Gesamtvolumen zu Triigerschiittvolumen stark. In Wirbelschichtreaktoren kanmn
durch eine interne, das heift im Reaktorraum integrierte, Begasung dieses Verhiltnis we-
sentlich verbessert werden. Die Abbildung 5.3 auf der niachsten Seite zeigt das Volumen-
verhiltnis fiir verschiedene Reaktortypen. Deutlich ist die Verbesserung im Vergleich zum
alten Festbettreaktor (66 mL Gesamtvolumen zu 10 mL Trigerschiittvolumen) zu erkennen
Das erreichte Verhiiltnis von 2,8 (28 mL Gesamtvolumen zu 10 mL Triagerschiittvolumen)
ist bisher nur in Wirbelschichtreaktoren mit integrierter Begasung erreicht worden

Dieser Reaktor versucht. die Mimikrierung der in vwo Verhiltnisse iiber die knochen-
marksihnliche dreidimensionale Kokultivierung auf porosen Mikrotrigern hinaus zu ver
vollstindigen. Der gesamte Aufbau gleicht dem menschlichen Organismus. Die Analogien
zeigt Abbildung 5.4 auf der nichsten Seite. Aut diese Weise besteht die Hoffnung, dass sich
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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 Tréagerschiittvolumen von 10ml auf den Betrieb mit
einer einzelnen Spende ausgelegt. Um vergleichende Untersuchungen mit einer einzelnen
Spende durchfithren zu kénnen, ist ein Trégerschiittvolumen um 1mL erstrebenswert. Es
existieren derzeit keine Systeme, die Festbettreaktionen in einem solchen MaRstab ermédg-
lichen. Aus diesem Grund wurde der Miniatur-Schlaufenreaktor entwickelt.

Das Grundprinzip dieses neuen Systems zeigt Abbildung 5.5 auf der nichsten Seite. In
einem Einsatz aus rostfreiem Edelstahl liegt eine Trégerschiittung von 1ml auf einem
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Abbildung 5.4: Der Festbettreaktor als Simulation des menschlichen Organismus



5.1. Immobilisierte Systeme 77

Mikrotrager Medium

Einsatz

Vertiefung einer
Gewebekulturplatte

Strémung

S
E
\
N
N
N
N
N

Magnetrihrstab Sieb

Abbildung 5.5: Das Prinzip des Miniatur-Schlaufenreaktors

Sieb. Der Einsatz ist mit drei Stiitzen versehen und so dimensioniert, dass er in der Mitte
einer Vertiefung einer handelsiiblichen Gewebekulturplatte mit zwolf Vertiefungen platziert
werden kann.

Auf Mikrotragern kénnen Zellen im besten Fall gewebedicht wachsen. Die Versorgung
der Zellen mit Nahrstoffen und Sauerstoff in einem Gewebe erfolgt durch diffusiven Stoff-
transport. Um eine Limitierung der Zellen ausschliefen zu kénnen, darf der Diffusionsweg
und damit die Gewebedicke nicht zu groR sein. Aus den Erfahrungen mit tierischen Zell-
kulturen kann geschlossen werden, dass die maximale Weglinge der Diffusion 0,5 mm nicht
fiberschreiten sollte [18] (diese Uberlegungen gelten natiirlich dquivalent auch fiir den Fest-
bettreaktor). Die Festbettschiittung in dem beschriebenen Einsatz in einer Vertiefung der
Gewebekulturplatte hat bei reiner Diffusion in der Schiittung einen minimalen Diffusi-
onsweg von 3,5mm. Damit wird deutlich, dass es fiir eine Versorgung der Zellen auf den
Tréigern unerlssslich ist, innerhalb des Festbetts fiir Konvektion zu sorgen.

Am Boden der Vertiefung liegt dazu ein Magnetriihrstab (7 x 2mm?), durch den das
Medium in einer schlaufenformigen Stromung bewegt wird. Hierdurch wird das Festbett
kontinuierlich mit Medium durchstromt. Damit ist auferhalb der Mikrotréger ein konvek-
tiver Stofftransport gewshrleistet, der Medien- und Sauerstofflimitierungen im Inneren der
Schiittung verhindert. Der maximale Diffusionsweg verringert sich damit auf den Radius
der Mikrotrager und ist somit, bei geeigneter Triigerwahl, unkritisch.

Die Gewebekulturplatte mit den zwol Miniatur-Schlaufenreaktoren wird dann auf einen
speziellen Magnetriihr-Antrieb mit zwolf Riihrstellen platziert und wie eine iibliche Gewg—
bekulturplatte in einem Brutschrank inkubiert (Abbildung 5.6 auf der néchsten Seite). Die
kommerziell erhsltliche Form des Magnetrithr-Antriebs mit zwolf Riihrstellen funktioniert
elektromagnetisch. Dies fijhrt jedoch zu einer starken Wirmeentwicklung durch den WideF—
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 diinne doppelwandige Zwischenplatte zu platzieren, durch die aus einem
externen Wirmebad 37 °C warmes Wasser geleitet wird. Der Miniatur-Schlaufenreaktor
ist dadurch thermisch von dem Rithrantrieb entkoppelt. Durch die geringe Bauhthe der
Zwischenplatte von 9 mm ist die Wirkung der magnetischen Antriebskréfte jedoch nicht be-
eintrichtigt. Aufgrund der Verwendung von Wasser mit der Temperatur des Brutschra:nks
treten keine weiteren thermischen Effekte auf. Ein Einsatz von kithlerem Wasser fiihrt
beispielsweise zur sofortigen Kondensation des Wassers der vollstindig geséttigten Atmt?-
sphire im Brutschrank. Die Folgen wiren Verdunstungen in den Kultursystemen und damit
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Abbildung 5.6: Der Aufbau des Mintatur-Scblaufenreaktors mit Zwischenplatee

Abbildung 5.7: Fotogratie des Aufbaus der Einsiitze des Mintatur-Sehlaufenreaktors
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fie des Aufbans des AMiniatur-Schlaufenreaktors

Abbildung 5.9: Fotogra
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Abbildung 5.10: Forografie des Mintatur-Schlaufenreaktors

5.2 Suspensionssysteme

Fiir suspendierte Zellkulturen gibt es eine grobe Zahl von méglichen Kultursvstemen. Diese
decken ein breites Spektrum von minimalen Volumina bei Sereening-Systemen im Mikro-
litermahstab (z.B. [66]) bis zu grokindustrielen Reaktoren mit Volumina von vielen Ku-
bikmetern (z.B. [40. 211, 218]} ab. Kontrollierte Suspensionssysteme mit Zellriickhaltung.
wie sie in Abschnitt 4.5 auf Seite 70 gefordert wurden. gibt es allerdings erst aly Volumina
uber 0.5 L. In Abschuitt 25,4 auf Seite 23 wurde fiir die Kultivierung himatopoetischer
Zellen ein variables Kulturvolumen von 50-280 mL gewiinscht. Eine Neuentwicklung eines
Suspensionssyvstems ist demnach notwendig.

5.2.1 Der kontrollierte Suspensionsreaktor

Die Basis des neuen Suspensionsreaktors fiir die Rultivierung hiimatopoetischer Zellen ist
zunachst eine geriibirte Suspensionskultur in dem geforderten Makstab von 50280 ml.
Die zentrale Fragestellung ist die Art der Zellriickhaltung. Verscliiedenste Systeme zur
selektiven Rilckhaltung der Biomasse im Reaktorraum sind entwickelt
solche mit Sedimentation {237, 266]. kontinuierlicher Zentrifugation
Filtration [271]. dvnamischer Mikrofiltration 77, 101, 28
{Ubersichten fin

worden. darunter
[36. 259], akustischer
I und Spinfiltern |50, 89, 221]
let man in [T1. 267]). Die Ubertragung eines dieser Svsteme
Reaktor mit nur 30wl st problematisch. da sie zusiitzliches Vol
cigentlichen Reaktionsvolumen gehiort, bendtigen. Der Spinfilte
direkt im Reaktorraum integriert, kann aber
sehr kleinen Vohmmina etabliert werden.

anf elnen

umen, das nicht zun
T st als einziges Svstem
aus geometrischen Grinden pur schwer in

Fiir den neven Suspensionsreaktor wirde daher eine nenartioe Zellriiekbadtung entwickelt



5.2. Suspensionssysteme 81

Medium Medium
Einlass Auslass

1

zellhaltiges
‘Medium

f zellfreies R
Medium: \

Magnetriihrstab Filter zur Zellriickhaltung
als Turbulenzpromotor

Abbildung 5.11: Das Prinzip der Zellriickhaltung

(Abbildung 5.11). Sie besteht aus einer Filtration, die das Prinzip des Spinfilters umkehrt.
Das wesentliche Problem einer Filtration zur Zellriickhaltung ist das Verblocken des Filters
durch die Biomasse. Dies kann durch eine starke Strémung iiber die Filterfiéiche verhindert
werden. Beim Prinzip des Spinfilters erzeugt die Bewegung des Filters diese Stromung. Im
neuen Suspensionsreaktor ruht der Filter, liegt aber sehr dicht {iber dem Riihrer (Abstand
< 5mm), der die Filterfliche vollsténdig tiberdeckt. Dadurch wird ebenfalls eine hohe
Querstrdmung an der Filterfliche erzeugt. Eine Verblockung des Filters wird zusétzlich
dadurch verhindert, dass das Medium aktiv durch den Filter aus dem Reaktor hinausge-
pumpt wird. Die dazu verwendete peristaltische Pumpe kann erhebliche Driicke erzeugen,
was einen Vorteil gegeniiber dem Spinfilter darstellt, bei dem das treibende Druckgefélle
rein durch den hydrostatischen Druck des Mediums im Reaktorraum entsteht und somit
stark begrenzt ist.

Diese Vorteile der neuen Konzeption ermdglichen auch die Verwendung von Filtern mit
sehr kleinen Maschenweiten. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Edelstahl-Kopertresse
mit einer nominalen Filterfeinheit von 2pm (absolute Feinheit 8-9 pm) benutzt. Dieses
sehr feine Gewebe zieht eine der wesentlichen konstruktiven Herausforderungen in Form
der Abdichtung des Filters im Ablauf nach sich. Das Schweiffen oder Léten eines so feinen
Gewebes ist nicht moglich. Es wurden daher zwei unterschiedliche Losungen mit Dicht-
ringen entwickelt (Abbildung 5.12 auf der nichsten Seite). Im Falle eines einlagigen Fil-
tergewebes wurde der Filter in einen Dichtring mit U-férmigem Dichtungsprofil eingelegt
und zwischen der Ablaufglocke und Uberwurfmutter verklemmt. Eine zweiteilige Dichtung
lasst sich hier nicht realisieren, da das Gewebe zum Faltenwurf neigt und so Undichtigkeiten
entstehen kénnen. Um trotzdem die Abdichtung mit zwei Flachdichtungsringen zu ermog-
lichen, wurde eine spezielle Filterronde hergestellt, die einen aufgepressten Edelstahlrand
als Stiitzring aufweist, der auch als Dichtfliche dient. Zur Stabilisierung ist ein zweites Fil-
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Abbildung 5.13: Der scherarme Magnetriihrstab

tergewebe (Quadratmaschengewebe, Maschenweite 500 m) als Stiitzlage vorhanden. Beide
Varianten sind funktionell gleichwertig und wurden im Rahmen dieser Arbeit verwendet.
Wihrend die erste Variante einen erhdhten manuellen Aufwand beim Zusammenbau erfor-
dert, muss in der zweiten Variante die eingelegte Ronde vor der Verwendung ausfiihrlich
auf die Dichtigkeit des aufgepressten Randes gepriift werden, da dieses Verfahren stark
fehleranfillig ist.

Als Riihrer wurde, um eine kompakte Reaktorbauweise zu erméoglichen, ein Magnetriihr-
stab gewshlt. Sdmtliche handelsiibliche Magnetriihrstédbe sind aber nicht dazu geeignet,
zellhaltige Suspensionen zu durchmischen, da die auftretenden Scherkrafte zur letalen Sché-
digung der Zellen fithren. Dies gilt auch fiir die vermeintlich scherarmen Bauformen wie
der sogenannten Eiform, des Riihrstabes mit Mittelring und des Hantelriihrers. Durch eine
weiter optimierte Riihrergeometrie konnte aber eine Vermischung erreicht werden, die keine
Zellschédigung zur Folge hat. Der neue Riihrer ist in Abbildung 5.13 dargestellt. Es handelt
sich um einen Teflonriihrer mit einem handelsiiblichen zylinderférmigen Magnetriihrstab,
der mit einer Presspassung im Kern des Riihrers befestigt ist. Die Auflagefliche des Riih-
rers liegt mittig und macht nur 4% der gesamten vom Riihrer {iberstrichenen Fliche aus.
Die Riihrer-Vorderkante ist um 45° geneigt und lenkt die Strémung verstirkt gegen die
Filterfliche. Die Hinterkante ist abgerundet, um einen zellschidigenden Strémungsabriss
zu verhindern oder mindestens abzuschwichen.

Um das geforderte kleine Volumen zu ermdglichen, liegen Filter und Riihrer sehr tief
im Reaktorraum (Abbildung 5.14 auf der néichsten Seite). Die Elektroden fiir die pH- und
pOs-Messung liegen seitlich des Filters und reichen ebenfalls bis direkt iiber den Boden
des Reaktors. Auf diese Weise ist ein Betrieb des Reaktors, inklusive der Zellriickhaltung
und der Messtechnik, mit einem minimalen Volumen von 40mI, méglich. Im oberen Be-
reich des Reaktors weitet sich der Durchmesser. Dadurch wird einerseits Platz fiir die
Deckelkonstruktion und die darin angebrachten Anschliisse und Verschraubungen geschai-
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Abbildung 5.14: Der Aufbau des Suspensionsreaktors

fen, andererseits erhdht sich damit die Fliissigkeitsoberfliche bei groferen Fiillstinden. Da
der Reaktor rein oberflichenbegast ist, ist dies ein wichtiger Schritt fiir eine bessere Sauer-
stoffversorgung der Zellen. Insgesamt erreicht der Reaktor ein maximales Betriebsvolumen
von 550 mL. Damit ist der geforderte Volumenbereich weit {iberschritten.

Seitlich am Reaktor ist ein groRer Probenahmestutzen angebracht, durch den es mdglich
ist, auch bei kleinstem Fiillstand, mit einer Pipette eine Probe zu entnehmen, deren Volu-
men nur wenige Mikroliter betréigt. Nur mit solch kleinen Proben kann eine Prozessanalyse
durchgefiihrt werden, ohne gleichzeitig unndtig Zellen zu verlieren.

Fiir die Temperaturkontrolle wird der Wert des Temperaturfiithlers in der pH-Einstab-
messkette abgegriffen und als Regelgrofe des externen Warmebades verwendet. Dieses ist
an den Doppelmantel des Reaktors angeschlossen, wie es in Abbildung 5.15 auf der néchsten
Seite gezeigt ist. Die Abbildung zeigt dariiber 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 fiihrt das ausgetragene
Wasser zu starken Osmolalititserhohungen. Vor und hinter dem Reaktor wird das Gas
durch Sterilfilter geleitet, die grundsétzlich aus Sicherheitsgriinden redundant ausgefiihrt
sind.

Abbildung 5.16 auf der néchsten Seite zeigt eine Fotografie des Rea'uktors. Hi.er, wie auch
im Schema von Abbildung 5.15 auf der néchsten Seite, ist ein zweiter Medlenabla,l'lf zu
erkennen. Dieser ist nicht mit einer Zellriickhaltung versehen, sondern besteht aus einem
einfachen Absaugrohr, das, durch die Kombination mit einem flexiblen Edelstahlschlauch

in einer frei wiihlbaren Hohe im Reaktorraum endet. Urspriinglich war dieses Rohr als

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

eingestellten Volumenstrom férdern. Damit wére die Gefahr eines Uberlat}fens des Re:ak-
tors, beispielsweise liber Nacht, gegeben. Die pral{tischc? Yerwendung z.engte., dass diese
Mafnahme nicht notwendig ist, da die Pumpen auch bei langerem Betrieb eine sehr .1.10-
he Prizision und Stabilitdt des gefrderten Volumenstroms aufweisen. Trotzdem erfiillt
dieser zweite Ablauf eine Aufgabe als praktische Mbglichkeit zum schnellen Entleeren des

Reaktors.
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Abbildung 5.18: Das Prinzip des miniaturisierten Spinners

5.2.2 Der miniaturisierte Spinner

Systeme fiir vergleichende Untersuchungen in Suspension gibt es in grofer Zahl. Neben
den iiblichen Gewebekulturplatten sind dies meistens Gewebekulturflaschen oder Kultur-
Beutel. Aber auch Spinnerflaschen wurden bereits erfolgreich eingesetzt (vergleiche Tabel-
le 2.6 auf Seite 20). Diese ermoglichen zwar keine vollsténdig kontrollierte, aber zumindest
eine gerithrte Kultur, weshalb sie, beziiglich des kontrollierten Suspensionsreaktors, rele-
vantere Kulturbedingungen ermoglichen als die ungeriihrten Systeme. Fiir vergleicheflde
Untersuchungen sind Spinner mit Reaktionsvolumina von 10 mL oder weniger erforderlich.
Solche kleinen Spinner sind kommerziell erhéltlich (zum Beispiel von den Firmen Bell-
coGlass, Inc., Vineland, NJ, USA oder Wheaton Science Products, Millville, NJ, USA).
Die kommerziellen Lésungen zeigen aber in der praktischen Verwendung grofle Konstrulf-
tionsméngel. Die Seitenarme der Flaschen, {iber die die Befiillung, die Entleen.mg und die
Probenahme mithilfe von Pipetten erfolgen, sind in ihrem Durchmesser so klein, da§s nur
Pipetten mit einem Volumen von maximal 2mL verwendet werden kénnen. Desweltefen
sind die Lage und der Winkel der Seitenarme so gewéhlt, dass man den Boden“der Gefafe
mit der Pipette nicht erreichen kann (Abbildung 5.17). Aus diesem .Grund“ kc?nnen zwar
sehr kleine Volumina kultiviert werden, eine Probenahme ist aber nicht méglich, da das

Volumen nicht durch eine Pipette zugénglich ist.

Der neu-konstruierte miniaturisierte Spinner, der in
dieses Problem. Er besitzt Seitenarme mit einem grofien Durchmesser,

Abbildung 5.18 dargestellt ist, 1ost
die so platziert sind,
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Abbildung 5.19: Fotografie des miniaturisierten Spinners

dass der Kulturraum vollstindig mit Pipetten erreicht werden kann. Zusiitzlich schafft die
grobe Bodenplatte eine erhohte Kippsicherheit. Das minimale Kulturvolumen liegt bei
10mL, wobei dies nur durch die Tatsache festgelegt ist. dass ab diesem Volumen der
Riihrstab vollstandig in das Medium eintaucht. Dies ist aber keine absolut notwendige
Bedingung. weshalb eine Kultivierung mit geringeren Volumen durchaus denkbar ist.

Die Konstruktion des Riihrers orientiert sich an den Spinnern der Firma Bellco [161.
195]. Der Riihrer besteht aus einem Magnetriihrstab. der mit einer Presspassung in einer
Riithirwelle befestigt ist. Diese ist lose drehbar im Deckel gelagert. Abbildung 5.19 zeigt eine
Fotografie des miniaturisierten Spinners.



KAPITEL 6

Verfahrenstechnische Charakterisierung

Die verfahrenstechnische Beschreibung der Kultursysteme verfolgt zwei Ziele. Zum einen
sollen damnit optimale Betriebspunkte ermittelt werden, zum anderen schaffen diese Un-
tersuchungen die Basis fiir die genaue Analyse und Bilanzierung der Kultivierungen. Mit
Ausnahme der Untersuchungen iiber die Gradientenbildung wurden alle Experimente mit
dem Modell-Medium Wasser und ohne den Einsatz von Zellen durchgefiihrt.

6.1 Immobilisierte Systeme

6.1.1 Der Festbettreaktor

Im Festbettreaktor wurden drei wesentliche Vorginge charakterisiert. Die Kenntnis des
Sauerstoffeintrags. der aufgrund der gasdichten Umlaufschlauche ausschlieklich im Bega-
sungsgefil erfolgt. ist entscheidend fiir die Sauerstoffbilanzierung der Kultur. Dagegen
legen die Untersuchungen iiber das Verweilzeitverhalten und die Gradientenbildung im
Festbett grundlegende Rahmenbedingungen fiir den Betrieb des Reaktors fest.

6.1.1.1 Sauerstoffeintrag

Der Sauerstoffeintrag wurde wie in Abschnitt 3.7.3 auf Seite 51 beschrieben bestimmt. Der
Stoffiibergang findet in zwei durchstrémten, geraden Schlauchstiicken von jeweils 100 mm
Linge statt. Die Stromung ist mit einer Rohr-Revnoldszahl Reg < 2300 in jedem Fall lami-
nar. Damit lisst sich der Sauerstoffeintrag aus der Analogie von Wirme- und Stoffiibergang
mit der dimensionslosen Gleichung (2.22) auf Seite 32 beschreiben. Abbildung 6.1 auf der
nichsten Seite zeigt sowohl die experimentell ermittelten Werte als auch den tho.m'(-?tisch
aus der dimensionslosen Gleichung erwarteten Zusammenhang. Beide stimmen im Rahmen
der Messgenauigkeit iiberein. Die relativ groke Streuung der Messwerte ergibt sich zwangs-
liufig aus der Ungenauigkeit der Messtechnik bei geringen Mengen an eingetragenem Sau-
erstoff. Die Differenz der Sauerstoffkonzentration vor und hinter dem Begasungsgefik lag
bei 1-10mg/,

Mit diesem Ergebnis lisst sich nun mithilfe eines Messwertes des Smwrstoff;.?artial(iruczkmg
im Umlauf eine geschlossene Sauerstoffbilanz im Prozess durchfihren. In einem stalulfﬂ;
Betriebspunkt stellt sich ein Gleichgewicht zwischen der Smwmt‘0ffaufgahxne der Ze%i(«ir{ ’unr;vi
dem im Begasungsgefik eingetragenen Sauerstoff ein. Dadurch 1d«st 51‘(‘?31! der zellspt‘%‘zlfxsﬁiw
Sauerstoffverbrauch der Zellen aus den bekannten Werten einer Kultivierung bestimmen.
Fiir den Massenstrom des eingetragenen Sauerstoffs gilt:

1.62- 107102 S

s aaaree R | (£, ~2.09-107%p})  (6.1)
= OOSIRECE VAT P T (220300 + 208180 ) )

mit: 7i — Massenstrom des eingetragenen Sauerstoffs {kgkf
7 - Volumenstrom des Umlaufs [m%%}
Sh = Sherwoodzahl -1
@, — Sauerstoffanteil in der Gasphase -]
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Abbildung 6.1: Theoretischer und experimentell ermittelter Sauerstofftransfer im Begasungsgefifl
des Festbettreaktors

p] = gemessener Sauerstoffpartialdruck [% Luftsittigung]

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

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

m
cr VT
mit: go, = zellspezifische Sauerstoffverbrauch [kg/cs]

cr = Zellkonzentration auf den Tréigern [¢/m?]
Vr = Trigerschiittvolumen [m3]

9o, = (6.2)

6.1.1.2 Verweilzeitverhalten

Das Verweilzeitverhalten des Festbettreaktors wurde fiir verschiedene Umlaufverhiltnis-

se wie in Abschnitt 3.7.2 auf Seite 51 beschrieben bestimmt. Das Umlaufverh#ltnis des
perfundierten Prozesses ist definiert als:

Vi
U= 6.3
Vi (6.3)
mit: U = Umlaufverhaltnis -]

T:fzu = Volumenstrom des Medien-Zulaufs [m®/g]
Vum = Volumenstrom des Medien-Umlaufs [m/;]
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Abbildung 6.2: Zahl der idealen Riihrkessel im Modell der Riihrkesselkaskade, die zur Modellierung
des Verweilzeitverhaltens des Festbettreaktors notwendig sind, in Abhéngigkeit vom eingestellten
Umlaufverhiltnis

Im Falle U = 0 ist der Prozess eine ungefiitterte, gerithrte Kultur, also ein klassisches
Batch-Verfahren, im Falle U — co ein Strémungsrohr.

Das Verweilzeitverhalten wurde mit dem Modell der Rithrkesselkaskade angepasst (Glei-
chung (2.13) auf Seite 29). In Abbildung 6.2 ist die Anzahl der fiir eine Anpassung notwen-
digen idealen Riihrkessel in einer Kaskade als Funktion des Umlaufverhéltnisses aufgetra-
gen. Man sieht, dass bei einem Umlaufverhiltnis von U < 0,5 das Verhalten des Reaktors
dem eines idealen Riihrkessels entspricht. Bei hoheren Werten kommt es zu deutlichen
Kurzschluss-Stromungen, wodurch das Verhalten nicht mehr ideal ist. Fiir die Modellie-
rung ist hier eine linear steigende Zahl von Riihrkesseln in der Modell-Kaskade notwendig.
Der Grenzwert von U = 0,5 ist dabei im Rahmen des untersuchten Bereiches unabhingig
von der absoluten Hohe des Volumenstroms. Der untersuchte Bereich des Zulaufvolumen-
stroms lag bei 6-1044 mL/n.

In der Praxis ist beim Betrieb des Festbettreaktors kein Umlaufverhaltnis grofer 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 himatopoetischen Zellen im Vergleich zu anderen
Zellkulturen sehr gering sind.

Zussitzlich 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 iiber das Begasungsgefif erfolgt, ist hier nicht das Umlaufverhéltnis, sondern
ie Zusammensetzung der Gasphase im

der Absolutwert des Umlaufvolumenstroms und d
Begasungsgefi entscheidend. Ein hoher Umlaufvolumenstrom ist deshalb notwgndig, um
eine spiirbare Abreicherung des Sauerstoffs liber die Betthohe zu vermeiden. Ein solc}%er
Sauerstoffgradient im Festbett wiirde inhomogene Kulturbedingungen bedeuten und ist
unerwiinscht.
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Tabelle 6.1: Die Kultivierungsparameter fiir die Untersuchung der Gradientenbildung beim Inoku-
lieren des Festbettreaktors

stromale Zellen: Zelllinie M2-10B4 (bestrahlt mit 80 Gy)
himatopoetische Zellen: Zelllinie KG-1

Medium: IMDM + 10% FCS

Mikrotrager: 10mL porose Siran-Sinterglastrager
Kultursystem: Festbettreaktor (Gesamtvolumen: 28 mL)
Kulturdauer: 1 bzw. 2 Tage

Inokulumsdichte, stromale Zellen: 5 + 10% ¢/mLovsgerschittung

Inokulumsdichte, himatopoetische Zellen: 5 + 10° ¢/mLirvigerschittung

Fiitterung: keine

6.1.1.3 Gradientenbildung

Ein wesentlicher konzeptioneller Nachteil des Festbett-Ansatzes ist die Gefahr der Bil-
dung von Gradienten. Sauerstoff- und Néhrstoffgradienten lassen sich bei dem Reaktor
durch einen hohen Umlaufvolumenstrom beziehungsweise ein niedriges Umlaufverhiltnis,
wie oben beschrieben, vermeiden. Dabei bleibt aber die Frage offen, ob sich die Zellen
homogen auf den Trigern ansiedeln, oder ob es nach dem Inokulieren ebenfalls zu einer
Gradientenbildung kommt, wie bei groferen Festbettreaktoren beschrieben wurde [150].

Ein solcher Gradient in der immobilisierten Zelldichte hétte zwei Nachteile. Zum einen
kénnten so keine einheitlichen optimierten Zusténde bei der Kultivierung garantiert werden
und zum anderen wére keine reprisentative Probenahme mehr mdoglich. Selbst wenn sich
die Zellzahlen real nicht verfinderten, wiirde man eine Veréinderung 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 Mikrotrégern 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 vollstéindig abgeern-
tet. Die Rahmenbedingungen dieses und des folgenden Versuches zeigt Tabelle 6.1. Bei
der Zellernte wurden die Tréger in fiinf Schichten von oben nach unten entnommen. Fiir
jede Schicht wurden das Trégervolumen und die immobilisierte Zellzahl bestimmt. In Ab-
bildung 6.3 auf der nichsten Seite ist die so ermittelte Zellkonzentration bezogen auf die
mittlere Zellkonzentration aller fiinf Schichten aufgetragen. Die Messwerte werden dabei
auf die Lage der betreffenden Trégerschicht 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 verstérkte Immobilisierung der Zellen im oberen Bereich des Festbettes zu erkennen.
Dieser Gradient bildet sich dabei unabhingig von dem gewdhlten Volumenstrom aus. Es
wurden Volumenstréme zwischen 0,84 und 28 mU/min untersucht, wobei der sich ausbilden-
de Gradient davon unbeeinflusst blieb. Dies lisst auf einen Filtrations-Effekt schliefen. Die
Zellen Dbleiben bei der dichten Packung der Mikrotréiger in den oberen Schichten héngen.
Nur wenige Zellen gelangen tiberhaupt in die unteren Schichten und haben so die Chance
sich dort anzusiedeln. Diese Erklirung wird auch durch die Beobachtung unterstiitzt da‘ss7
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 18sen, 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 (Erlsuterung siehe Text)

in Abschnitt 10.1.1 auf Seite 152 noch gezeigt werden kann, ist zwar eine Kultivierung
der stromalen und himatopoetischen Zellen in einer Wirbelschicht nicht mdglich, die Im-
mobilisierung dagegen schon. Es wurde daher der Medienumlauf umgekehrt, so dass das
Festbett von unten nach oben durchstrémt war. Bei einer Strémungsgeschwindigkeit von
28 mL/min werden die Trfiger in eine nur gering expandierte Wirbelschicht gebracht. Die
Zellen werden so nicht mehr durch die Tréiger zuriickgehalten, sondern zufallsverteilt in
die Poren der Trager gespiilt und haben dort die Moglichkeit, sich anzuheften. Die:ser Vor-
gang dauert linger, was auch anhand der léngeren Triibung des Mediums durch die Zellgn
beobachtet werden kann, ist aber ebenfalls nach einem Tag abgeschlossen. Das Ergebn.1s
der Immobilisierung ist in Abbildung 6.3 dargestellt. Der Gradient ist auf den Trégern, die
in Wirbelschicht inokuliert wurden, nicht mehr vorhanden, was wenig iiberrascht, da alle
Variationen der Zelldichte auf den einzelnen Trigern durch die optimale Vermischung in
der Wirbelschicht ausgeglichen werden. . o i

Das Ergebnis des gleichen Versuchsansatzes, nur hier fir die Kokultivierung himatopoe-
tischer Zellen, zeigt Abbildung 6.4 auf der nichsten Seite. Die stromalen Ze.llen wurc?en vor
dem Versuch wie beschrieben innerhalb von einem Tag in einer Wirbels?hlcht gradlentier.l-
frei immobilisiert. Als himatopoetische Zellen wurde fiir diesen Versuch die Mod.ell—Z.ellilme
KG-1 verwendet. Diese zeigt ein &quivalentes Immobilisierungsv‘erhaltep, wie d1e. priméren
CD34*-Zellen (siche Abschnitt 8.1.1.2 auf Seite 113). Die Gradlent?nbﬂ.dung beim Inoku-
lieren im Festbett ist nur als schwache Tendenz zu erkennen. Ein shnlich starker Effekt,
wie bei den stromalen Zellen allein, konnte aber ohnehin nicht erwal.rtet werden. Analog
zur Kultivierung primérer Zellen wurde in den Inokula ein Verhiltnis von stromalen zu

héimatopoetischen Zellen von 10:1 gewihlt. Dadurch wirkt sich ein eventueller Gradient der

h&matopoetischen Zellen in der Gesamtzellzahl nur gering aus. Zudem sind die normalen

Schwankungen in den Messwerten fiir die stromalen Zellen in der gleichen Grﬁﬂenordﬁung,
weshalb es nicht méglich ist, den Anteil der stromalen Zellen einfach herauszurechnen.
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Abbildung 6.4: Gradientenbildung himatopoetischer Zellen bei unterschiedlichen Inokulums-
Methoden im Festbett (Erlduterung siehe Text)

Daher kann der Gradient nicht mit der gleichen Deutlichkeit gezeigt werden.

Es zeigte sich aber insbesondere, dass das Inokulieren der himatopoetischen Zellen in der
Wirbelschicht, genau wie das der stromalen Zellen, keinerlei Nachteile mit sich bringt. Es
ist daher empfehlenswert, um jegliche potentielle Gradientenbildung auszuschlieen, sowohl
die stromalen als auch die hdmatopoetischen Zellen in einer Wirbelschicht zu inokulieren.

Nach einer jeweils eintégigen Immobilisierungszeit kénnen die Zellen dann im homogenen
Festbett weiterkultiviert werden.

6.1.2 Der Miniatur-Schlaufenreaktor

Bei dem Miniatur-Schlaufenreaktor wurden die zwei wesentlichen Vorginge untersucht, die
sich durch die Variation der Rithrerdrehzahl versndern sollten, der Sauerstoffeintrag und

das Mischzeitverhalten. Ziel der Untersuchungen ist es, eine méglichst optimale Riihrer-
drehzahl zu ermitteln.

6.1.2.1 Sauerstoffeintrag

Der Sauerstoffeintrag in das Medium wurde in Abh#ingigkeit der Riihrerdrehzahl bestimmst.
Um den Einfluss der in der Vertiefung platzierten Einbauten zu bestimmen, wurde ohne
Einbauten, mit dem leeren Einsatz und mit dem Tréiger gefiillten Einsatz gemessen. Um
die geometrischen und damit auch stromungstechnischen Verh#ltnisse einer Schiittung mit
bewachsenen Trégern besser zu simulieren, wurden als Tréger keine pordsen Mikrotré-
ger, sondern solide Glaskugeln der gleichen Grofenfraktion verwendet. Die ermittelten
ki a-Werte zeigt Abbildung 6.5 auf der nichsten Seite. Deutlich ist zu erkennen, dass der
Sauerstoffeintrag im Rahmen der Messgenauigkeit sowohl von der Art des Einsatzes als
auch von der Riihrergeschwindigkeit und damit vom Leistungseintrag unabhéngig ist.
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Abbildung 6.5: Die k; a-Werte im Miniatur-Schlaufenreaktor bei verschiedenen Riihrerdrehzahlen
sowie mit und ohne Einsatzen und Trigern

Dieses Ergebnis erscheint im hohen Mafe ungewdhnlich. Der mittlere k; a-Wert betrégt
etwa 151/h, die mittlere OTR bei einer Begasung mit Luft etwa 120mgo./Lh. Die Hohe
der Sauerstofftransferrate kann in dem vorliegenden Fall, wie aus der Gleichung (2.14)
auf Seite 30 erkennbar ist, nur vom Stoffiibergangskoeflizienten beeinflusst werden. Die
anderen GréRen sind weder von der Riihrergeschwindigkeit, noch vom Edelstahl-Einsatz
oder den Trigern abhingig. Fiir den Einfluss der Rithrerdrehzahl n in Riihrkesseln wer-
den in der Literatur verschiedene Angaben gemacht. Ausgehend von der Proportionalitét
OTR ~ k; ~ n' liegt der Wert fiir den Exponenten ¢ je nach Untersuchung zwischfan 0,7
und 1,5 [102]. Bei den vorliegenden Messungen wurde, vernachléssigt man die statischen
Messungen, die Drehzahl um einen Faktor 5 variiert. Die OTR sollte demnach mindestens
um einen Faktor 3 variieren. _

Eine Begriindung fiir diese Diskrepanz von Theorie und Messung kann IllC}.lf; gegeben
werden. Es bieten sich aber drei Uberlegungen als mogliche Erklirungen an. Die ers.te er-
gibt sich aus der Betrachtung der Gréfenverhéltnisse des untersuchten Systems. Basag der
theoretischen Beschreibung ist die Filmtheorie. Nach dieser wird der Stoffﬁberggngsx.zv%der—
stand durch eine Grenzschicht an der Oberfliiche der Fliissigheit erzeugt. Die 1deahs1er?e
Vorstellung der Theorie besagt, dass in der Grenzschicht reine Diffusion herrsc.ht, und kein
chemischer Sauerstoffverbrauch stattfindet. Direkt nach der Grenzschicht beginnt der Be-
reich der vollstandigen konvektiven Vermischung. Hier findet auch der Sauerstoffverbrauch

statt.

Es ist einzusehen, dass diese theoretische Vorstellung des Stofftransportes nicht in be-

liebig kleinen MaRstében und bei beliebig kleinen Stoffstromen gel’c’en kann. er.d dz?s
Gesamtvolumen im System im Verhiltnis zum Volumen der Grenzschicht zu klem,h 1st.d}1l<:
idealisierte Vorstellung einer rein diffusiven Grenzschicht ohne Sauerst(?ffverbrauc_ nic

mehr haltbar. Man befsnde sich dann vielmehr im reaktionsbeschleunigten Bereich. Im
Extremfall eines Verhiltnisses von eins bestiinde das gesamte SysFen} nur nocp aus Grc?n}zlu
schicht, so dass keinerlei Sauerstoffverbrauch stattfinden diirfte. Dies ist offensichtlich nicht
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richtig. Ab welchem MaRstab, beziehungsweise Verhiltnis von Gesamt- zu Grenzschicht-
volumen die klassische Vorstellung ihre Giiltigkeit verliert, ist nicht bekannt.

Die zweite mégliche Erklérung ist die, dass nicht die Gréke der Grenzschicht, sondern die
zu geringe Grofe des Sauerstoffeintrages die theoretische Vorstellung ungiiltig werden 1&sst.
Die idealisierte Vorstellung, dass in der Grenzschicht tiberhaupt kein Verbrauch stattfindet,
entspricht mit Sicherheit nicht der Realitét. Vielmehr ist der Verbrauch iiblicherweise so
gering, dass er vernachldssigt werden kann. Bei einem sehr geringen Stoffeintrag kann sich
dies #ndern und der bisher vernachlissigbare Verbrauch in der Grenzschicht bekommt
Relevanz. In diesem Fall lige man erneut in dem beschleunigten Bereich.

In beiden Fillen wire also der eingetragene Sauerstoff vollsténdig verbraucht, bevor er
die Grenzschicht ganz durchlaufen hat. Damit wére der gemessene Sauerstoffeintrag unab-
hingig von der Grenzschichtdicke und stattdessen nur noch von der Geschwindigkeit der
chemischen Reaktion abhingig. Die Hattazahl, das Verhiltnis der Reaktions- zur Stoff-
transportgeschwindigkeit, wire dann gréRer als 0,3 [149]. Dies wiirde prinzipiell gut den
sehr hohen Sauerstoffeintrag und die Unabhingigkeit desselben von der Riihrergeschwin-
digkeit erkléren.

Die dritte mégliche Erklarung ist, dass keine Diskrepanz von Theorie und Messung exis-
tiert. Praktisch alle theoretischen Betrachtungen des Sauerstoffeintrags in Rithrkesseln ge-
hen von turbulenten Stromungsverhéltnissen aus. Im Miniatur-Schlaufenreaktor liegt die
maximale Riihrer-Reynoldszahl bei Re = 807, also deutlich im laminaren Bereich. Ob die
bisher gefundenen Zusammenhénge, wie beispielsweise die oben genannte Proportionalitét
k; ~ n?, in diesen Bereichen Giiltigkeit besitzen, ist sehr fraglich.

Welche der Erklarungen zutrifft, bleibt offen. Beim Miniatur-Schlaufenreaktor ist aber
die genauere mechanistische Aufklarung der Stofftransportvorgénge im Sulfit-System in
jedem Fall wiinschenswert. 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 Erklérungen nicht zwingend fiir den Betrieb des Systems notwendig sind.
Wegen der dquivalenten Ergebnisse der Kultivierungen mit dem kontrollierten Festbett-
reaktor kann eine Limitierung durch die Sauerstoffversorgung ausgeschlossen werden. Die
Betriebsweise wihrend der Kultivierung, und das heift speziell die erforderliche Rithrer-

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 schlaufenformige Strémung ausbildet. Die sich dadurch ergebende Durchstro-
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 Rithrerdrehzahl und die Art des Einsatzes die variierten Gréfen. Allerdings entfallen
be.i der Mischzeitbestimmung die Messungen ohne Riihren, da die Vermischung dann ein
reiner Diffusionsprozess ist. Die Messung der Mischzeit beschéftigt sich jedoch mit der
konvektiven Durchmischung, also einem physikalisch andersartigen Problem.

Mit der Videobildanalyse wird der Farbumschlag in einer Vertiefung durch die Versinde-
rung des Griinwertes analysiert. Die ermittelte Verlaufskurve wird so normiert, dass sie von
einem Startwert null bis zu einem stationiren Endwert eins verlduft. So kaI;n die Kurve
als Verlauf des Mischungsgrades M interpretiert und mit Gleichung (2.3) auf Seite 26 eine



6.1. Immobilisierte Systeme 95

Mischungsgrad M [-]

— Modell - Messung

0.0 T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
Zeit 95 [s]

Abbildung 6.6: Beispielhafte Messkurve und Anpassung der Durchmischung des Miniatur-
Schlaufenreaktors

Anpassung vorgenommen werden. Abbildung 6.6 zeigt beispielhaft eine solche Anpassung.
Als Maf fiir die Durchmischung dient die Mischzeit bis zum Erreichen eines Homoge-
nisierungsgrades von § = 0,01. Dieser Wert lisst sich wesentlich zuverldssiger iiber die
angepasste Gleichung des Mischungsgrades ermitteln, da die Schwankungen der Messwerte
in der Grofenordnung des Homogenisierungsgrades liegen und somit das direkte Ablesen
von den Messwertkurven sehr fehlerbehaftet ist.

In Abbildung 6.7 auf der nichsten Seite ist das Ergebnis der Untersuchungen als Misch-
zeit-Kennzahl in Abhéngigkeit von der Rithrer-Reynoldszahl aufgetragen. Deutlich ist der
lineare Zusammenhang zu erkennen, sowohl fiir den Betrieb mit und ohne Einsatz als auch
den mit Einsatz und Trigern. Letzteres entspricht dem Aufbau bei einer Kultivierung mit
Zellen. Der Messwert bei der niedrigsten Reynoldszahl in dieser Konfiguration (Re, = 135;
n6p01 = 1012) fiigt sich als einziger nicht in die linearen Verlaufe ein. Nach dem linearen
Verlauf wire hier ein Wert von knapp neun Minuten (536s) zu erwarten, tatséchlich liegt
die Mischzeit bei weniger als sieben Minuten (404s).

Die Erklirung fiir dieses Verhalten liegt bei der nicht idealen Durchstrémung des Fest-
bettes. Hier bildet sich keine einheitliche Durchstrémung aus, sondern es sind deutliche
Totzonen zu erkennen. Dadurch ist das effektiv durchmischte Volumen stark verkleinert,
wodurch die Mischzeit sich zwangsldufig verringert.

Eine Kultivierung mit solchen Totzonen ist im hohen Mafe suboptimal, da die Diffusions-
wege fiir die Nihrstoffe und den Sauerstoff zu lang werden, um Limitierungen ausschliefen
zu kénnen (vergleiche Abschnitt 5.1.2 auf Seite 76). Ein Ziel ist aber auch eine moglichst
schonende Vermischung, um wider Erwarten doch in Suspension befindliche Zellen nicht
zu schidigen. Aufgrund dieser Uberlegungen lésst sich eine optimale Riihrer-Reynoldszahl
identifizieren. Dies ist die Zahl, bei der eine vollstindige Durchstrémung der Trégerschiit-
tung bei moglichst niedriger Rithrerdrehzahl vorliegt. Aus Abbildung 6.7 auf der néchsten
Seite ergibt sich so eine Reynoldszahl von 404, was einer Riihrerdrehzahl 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 Riihrer-Reynoldszahl fiir verschiedene Kon-
figurationen des Miniatur-Schlaufenreaktors

tig diese Drehzahl verwendet. Zu keinem Zeitpunkt konnten Hinweise auf Stofftransport-
Limitierungen oder Schadigungen durch die Scherkrifte des Riihrers beobachtet werden.
Damit 1&sst sich zusétzlich auch eine Limitierung durch den Sauerstoffeintrag ausschliefen,
der oben nicht ausreichend charakterisiert werden konnte.

6.2 Suspensionssysteme

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

6.2.1 Der kontrollierte Suspensionsreaktor

Wie schon beim Festbettreaktor sind auch beim Suspensionsreaktor der Sauerstoffeintrag
und das Verweilzeitverhalten die wesentlichen verfahrenstechnischen Charakteristika. Eine
Schadigung der Zellen durch den Rithrer konnte bei der praktischen Anwendung zu keiner
Zeit und bei keiner Drehzahl beobachtet werden, weshalb diese Moglichkeit auch nicht

weiter untersucht werden soll. Das Abtrennverhalten der Zellriickhaltung wird, da es direkt
mit Zellen geschah, in Abschnitt 7.1 auf Seite 101 besprochen.

6.2.1.1 Sauerstoffeintrag

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 Fiillstand und die Riihrerdrehzahl. Wihrend der Fiillstand sowohl den k-
als auch den a-Wert beeinflusst, wird durch die Rithrerdrehzahl nur der ki-Wert veréndert.
Es kommt bei keiner Drehzahl zu einer sichtbaren ‘Trombenbildung an der Oberfliche des
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Abbildung 6.8: k; a-Wert als Funktion der Riihrer-Reynoldszahl fiir verschiedene Fiillstdnde im
Suspensionsreaktor

Reaktors, was ebenfalls fiir 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 k; a-Werts als Funktion der Riihrer-
Reynoldszahl. Uber die Drehzahl steigt der k; a-Wert exponentiell an und erreicht ein Ma-
ximum von 5,4 1/n. 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 ungleichméfige
Geometrie des Reaktors. Bei minimalem Fiillstand blockiert die Zellriickhaltevorrichtung
fast ein Drittel der Oberfliche fiir den Stoffiibergang. Bei hoheren Fiilllstinden entfillt
dieses Problem, ab 250 mL nimmt dann die Oberfliche aufgrund der konischen Form des
oberen Reaktorteils kontinuierlich zu. Diese Geometrie ist nicht in einer iibersichtlichen
mathematischen Form zu beschreiben, weshalb der Stoffiibergang, der wesentlich von der
verfiigbaren Oberfliche abhéngt, ebenfalls nicht mit einer praktikablen Gleichung erfassbar
ist. In der Praxis ist die Verwendung der Abbildung 6.8 empfehlenswert. Zwischenwerte
konnen linear interpoliert werden.

Eine maximal erreichbare Zellzahl kann aber abgeschétzt werden. Fiir tierische Zellen

liegt die Sauerstoffverbrauchsrate bei 515010710 me/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 ¢/mL

6.2.1.2 Verweilzeitverhalten

sreaktors entspricht in allen praktisch denkbaren
essels. Abbildung 6.9 auf der néchsten Seite zeigt
den ungiinstigsten Betriebsbedingungen, die fiir
550mL Fillvolumen, 7 = 34,6 h). Damit kann
dealen Durchmischung im Reaktor ausgehen.

Das Verweilzeitverhalten des Suspension
Betriebspunkten dem eines idealen Riihrk
die Antwort auf eine Stufenfunktion bei
die Kultivierung relevant sind (150 U/min,
man bei Prozess-Bilanzierungen von einer i
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Abbildung 6.9: Verweilzeitsummenfunktion eines idealen Riihrkessels und die im Suspensionsre-
aktor gemessene Funktion

Die bei der Probenahme gemessenen Konzentrationen kénnen also auch fiir 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 beziiglich der Durchmischung kritisch.
Die Gefahr ist, dass Zellen hier wie in einem Sedimenter auf den Boden absinken. Eine
solche Ansammlung von Zellen ist unerwiinscht, da diese Zellen zum einen dadurch in
Limitierungen geraten kdnnen, sie sich zum anderen der Analytik entziehen und so die Bi-
lanzierungen verfélschen. Neben den Ergebnissen der Verweilzeit-Messungen zeigen auch
die Stromungsverhéltnisse, die mithilfe von Farbstoffen optisch beobachtet werden kénnen,
eine gute Durchmischung des Probenahmestutzens. Abbildung 6.10 auf der nichsten Seite
zeigh qualitativ die Form der sich ausbildenden Stromung. Zwar ist iiber die ganze Linge
des Stutzens ein Absinken der Zellen zu erkennen, es bildet sich aber eine ausreichend
starke Riickstrémung aus, die eine Ansammlung der Zellen auf dem Boden verhindert.

6.3 Ein verfahrenstechnischer Vergleich verschiedener Kultursysteme

Die neu entwickelten Kultursysteme sind zuallererst spezielle Losungen fiir das sehr be-
grenzte Problem der ez vivo Kultivierung primérer hématopoetischer Zellen. Ein Ver-
gleich mit anderen Systemen ist deshalb nur in einem eingeschrénkten Maf sinnvoll. Die
immobilisierten Systeme sind nur mit anderen Systemen vergleichbar, die eine &hnliche
Konzeption aufweisen. Das wiren beispielsweise das AastromReplicell-System (vergleiche
Abschnitt 2.5.2 auf Seite 18) oder der mikrotrigergestiitzte Ansatz von WANG und WU
[287, 286, 285]. Von diesen Systemen sind aber keine verfahrenstechnischen Daten verof-
fentlicht, so dass auch keine Gegeniiberstellung von Kenndaten moglich ist.

Anders ist die Situation beim Suspensionsreaktor. Bei Suspensionskulturen gibt es fiir

hématopoetische Zellen keine spezialisierten Lisungen. Es werden grundsétzlich Standard-
systeme verwendet. Diese sind im Allgemeinen gut charakterisiert.
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Der scherarme Sauerstoffeintrag, wie er in der Zellkultur allgemein gefordert ist, ist einer
der wesentlichsten Parameter fiir die suspendierte Kultur. Die meisten statischen Systeme
sind hier limitiert. Die Abbildung 6.11 auf der vorherigen Seite zeigt die k; 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 k; a-Werte als die gerithrten Reaktoren. Die Werte fiir die statischen Systeme lassen
sich dabei aus der Diffusion iiber die Fiillhéhe des jeweiligen Kultursystems berechnen.
Der Suspensionsreaktor aus dieser Arbeit ist beziiglich seiner Stofftransporteigenschaften
im oberen Bereich der bisherigen Reaktoren einzuordnen. Dies gilt sowohl im Vergleich
zu Spinnern [250], Reaktorsystemen im Labormafstab von 0,5-10 Liter [57, 99, 310] als
auch fiir rein oberflichenbegaste Reaktoren im industriellen MaRstab von 1m?® [85]. Hier
zeigt sich das Ergebnis des Versuchs, bei der Entwicklung des neuen Suspensionsreaktors
die Technik der gréferen Reaktoren durch ein Scale-down einfliefen zu lassen. Auf diese
Weise gelang es, ein sehr kleines Volumen bei gleicher relativer Sauerstoffversorgung zur
Verfiigung zu stellen.

Der Wannenstapel ist ein Beispiel fiir 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 Kulturfliche dienen und sehr dicht iibereinander
in ein einzelnes System integriert sind. Das System stellt wesentlich mehr Fliche in einer
kompakten Bauweise zur Verfiigung, allerdings ohne die Kulturbedingungen gegeniiber den
Gewebekulturflaschen zu &ndern. 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 geldst.

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 k; a-Wert geringer ist. Dies ist die Folge eines beztiglich 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 fithrt zu einem hoheren Fiillstand
in der Vertiefung und dementsprechend zu einem lingeren Diffusionsweg und einer schlech-
teren Sauerstoffversorgung. Das Verhéltnis der Flussigkeitshéhe zum Durchmesser betrigt
bei einer Gewebekulturplatte mit 6 Vertiefungen 0,09, bei einer Gewebekulturplatte mit
96 Vertiefungen 0,93. Der Grund fiir diese Praxis ist nicht ersichtlich, jedoch ist dies heute
der Standard bei der Kultivierung himatopoetischer Zellen im kleinsten MaRstab.



KAPITEL 7

Etablierung der Kultursysteme

Nachdem in Abschnitt 4.4 auf Seite 65 die Eignung der Zelllinie KG-1 als Modell fiir pri-
mire himatopoetische 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 Zellriickhaltung

Eine genaue Charakterisierung der Zellrfickhaltung ist unter Kulturbedingungen nicht
durchfiihrbar. Die Konstruktion des Reaktorablaufes l4sst keine Probenahme direkt hinter
dem Filter zu. Das in der Ablaufflasche gesammelte Medium ist die einzige Moglichkeit
einer Analyse der Zellzahl im Filtrat. Diese unterliegt aber zwei Fehlern, deren Gréfe
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 zunéchst nicht
mit erfasst, konnen entgegengesetzt durch weiteres Wachstum die Zellkonzentration jedoch
theoretisch wieder erhdhen.

Die Abbildung 7.1 zeigt den Mittelwert der Zellriickhalterate aus acht Messwerten wéh-
rend der Kultivierung der Zelllinie KG-1 bei Durchflussraten zwischen 25,2 und 33,2L/m?h.
Eine messbare Verinderung der Riickhalterate bei steigendem Volumenstrom aus dem Re-
aktor konnte nicht gefunden werden. Zusétalich ist die Riickhalterate bei maximalem Vo-
lumenstrom dargestellt (n=3). Dieser betréigt 6367 L/m?h, ist also so gro, dass man sowohl
das Wachstum als auch die Sedimentation der Zellen in einer relevanten Grofenordnung
ausschliefen kann. Die Sedimentationsgeschwindigkeit von Zellen wird mit 2-10 cm/h ange-
geben [268]. .

Die mittlere Zellriickhalterate liegt in beiden Féllen bei etwa 90 %, ohne sich signifikant
voneinander zu unterscheiden. Man kann daher in der praktischen Anwendung relevapte
Unterschiede sowohl durch verschiedene Durchflussraten als auch durch lingeren Betrieb
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Abbildung 7.1: Die Zellriickhalterate 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: Zelllinie KG-1

Medium: IMDM + 10% FCS
Kultursystem: perfundierter Suspensionsreaktor
Kulturdauer: 824h

Inokulumsdichte: 2,5 - 10° ¢/mL in 40 mL
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Abbildung 7.2: Der Verlauf der Zellkonzentration bei der Kultivierung der Zelllinie KG-1

ausschliefen. Die Hohe der Riickhalterate ist dabei gut vergleichbar mit den kommerziel-
len, in Abschnitt 5.2.1 auf Seite 80 genannten Riickhaltesystemen, die auch iiblicherweise
Eﬁckhalteraten um 90 % aufweisen. Eine Ausnahme bildet hier der Spinfilter, der gewdhn-
lich mit einer grofen Maschenweite von 75 pm verwendet wird, da es andernfalls schnell zu
Verblockungen durch Bewuchs des Filters kommt. Grofe Poren fithren aber auch zu einer
geringeren Zellriickhalterate. EISENKRATZER berichtet iiber Werte von nur 30-50 % [57).

7.1.2 Perfundierte Kultivierung

Die Leistungsféihigkeit des neuen kontrollierten Suspensionsreaktors wird mit der Modell-
Zfallhnie KG-1 demonstriert. Ziel ist es, eine maximale Gesamtzellzahl zu erreichen. Durch
die kontinuierliche Zufiitterung frischen Mediums im perfundierten Prozess sollen mogli-
che C?ubs‘crat-Limitierungen oder Inhibierungen durch Stoffwechselprodukte ausgeschlossen
werden.

Di(f, Kultur, die in Tabelle 7.1 zusammengefasst ist, wurde mit dem kleinsten moglichen
Arbeitsvolumen von 40mL 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 niichsten Seite
den der Gesamtzellzahl wihrend der mehr als einmonatigen Kultivierung. An den Punkten
an denen die Auftragung der Zellkonzentration eine Liicke aufweist, wurde das Reaktor—’
volumen erh6ht, wodurch folgerichtig die Zellkonzentration gesenkt ;vurde. Der Fiillstand
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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 erhoht. Die Zugabe des zusitzlichen Mediums geschah langsam jeweils tiber einen
Zeitraum von 24 Stunden (eine Ausnahme sind die letzten beiden Volumenerhdhungen,
die in 6 bzw. 2,5 Stunden durchgefiihrt wurden). Eine plStzliche Volumenverdoppelung
mit dem Frischmedium, das im gekithlten Zustand in der Vorlageflasche aufbewahrt wird,
kann zu einem Temperatur-Schock bei den Zellen fiihren. Neben der hier gewéhlten diskon-
tinuierlichen Volumenerhdhung ist prinzipiell auch eine kontinuierliche Erh6hung denkbar.
Diese kénnte durch einen dauerhaft groferen 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 zusétzliche Verdiinnung durch Frischmedium in
zu geringen Zelldichten vorliegen, was wichtige Zell-Zell-Interaktionen unterbinden und
das Wachstum weiter einschrinken kann. Bei priméren Zellen ist eine solche kontinuierli-
che VolumenvergréRerung wegen der natiirlichen Schwankung in der Proliferationsfédhigkeit
aufgrund der Spendervariabilitdt nicht zu empfehlen. Vielmehr sollte analog zu der hier
beschriebenen Kultivierung der KG-1 das Fiillvolumen 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-
spiilten Zellzahl besteht, ergibt ausgehend von der mittleren Wachstumsrate der KG-1 von
0,01421/n und einer durchschnittlichen Zellriickhaltung von 90 % einen Wert von 3,411/d.
Wihrend der Kultivierung war zu jedem Zeitpunkt eine Durchflussrate unter 1,51/d ausrei-
chend, um eine Limitierung zu vermeiden. Der Grad der Zellriickhaltung ist also in jedem
Fall ausreichend, um himatopoetische Zellen zu kultivieren.

Nach 812 Stunden wurde eine Gesamtzellzahl von 5,8 - 10° Zellen erreicht, was gleich-
bedeutend mit einer Zellkonzentration von 1,1 - 107 ¢/mr ist. Zu diesem Zeitpunkt war die
Kultur sauerstofflimitiert. In Abbildung 7.5 auf der nichsten 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 fiir Biotechnolgie 2, Forschungszentrum Jiilich GmbH) aus ungeklérten Griinden
nicht gespeichert wurden. In den ersten 427 Stunden konnte die Sauerstoffversorgung mit
normaler Luft sichergestellt werden. Danach war der pOy-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 Riihrerdrehzahl und
dadurch mit dem auf diese Weise steigenden k; a-Wert der OT'R erhoht.

Der Gasphase wurden variierende Mengen Kohlendioxid beigemischt. Mit der manuellen
Einstellung des CO; konnte der pH-Wert auf dem Sollwert von 7,3 gehalten werden. Erst
nachdem kein COg mehr zudosiert wurde, konnte der pH-Wert nicht mehr kontrolliert
werden. Er sank darauthin bis auf einen Wert von 7,0. Von einer Gegentitrierung mit
Lauge wurde abgesehen, da die Abweichung gering war und es sich nicht um primére
Zellen, sondern um eine Zelllinie handelte, die nicht der Gefahr einer Ausdifferenzierung
durch den pH-Wert unterliegt.

Bei Ex:reichen der maximalen Zellzahl war die Kultur sauerstofflimitiert. Der Sauer-
sto.ﬂpartmlc'lruck 1.ag zu diesem Zeitpunkt bei 0% und es gelang nicht mehr, die OT'R zu
steigern. Die erreichte Rithrerdrehzahl von 800 U/min stellt das Maximum dar. Bei hohe-

ren Drehzahlen wird die Rotation des Magnetriihrstabs instabil, und der Magnetriihrstab
springt aus der Riihrachse.
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Abbildung 7.5: Die Zusammensetzung der Gasphase und die Riihrerdrehzahl bei der Kultivierung
der Zelllinie KG-1

Die Konzentrationen an Nahrstoffen und eventuell inhibierenden Stoffwechselprodukten
waren in jedem Fall unkritisch (zum Beispiel Glutamin > 0,5 mmol/L, Laktat < 20mmol/L),
womit eine mit dem Sauerstoffmangel gleichzeitige Limitierung oder Inhibierung durch
das Medium ausgeschlossen werden kann. Damit ist die Leistungsféhigkeit des Reaktors
durch den rein physikalischen Vorgang des Sauerstoffeintrags begrenzt. Das heift aber
auch, dass die Zellriickhaltung in diesem Reaktor eine ausreichende Leistungsféhigkeit hat,
insbesondere da die hochste verwendete Durchflussrate, wie oben bereits erwihnt, weniger
als 50 % der maximalen betrug.

Eine weitere Steigerung des Sauerstoffeintrages ist theoretisch erreichbar. Mobglich wére
die Vergroferung der Oberfliche, also geometrische Verénderungen am System, die Er-
hohung des Leistungseintrages des Riihrers, was ebenfalls eine Umkonstruktion erfordern
wiirde, oder eine zus#tzliche Integration einer Membranbegasung, was das verfﬁgbar'e Gf;—
samtvolumen stark eingrenzen wiirde. Angesichts der erreichbaren Gesamtzellzahl, d.1e fln.‘
klinische Anwendungen fiir Transplantationen nach einer Hochdosis-Chemothera-ple bei
weitem ausreicht (vergleiche Abschnitt 2.5.4 auf Seite 23), erscheint eine solche Weiterent-
wicklung des Suspensionsreaktors derzeit aber nicht notwendig. o i

Die erreichte Zelldichte lisst sich mit den Zelldichten von tierischen Zelllinien in gewohr%—
lichen Suspensions-Riihrkesselreaktoren vergleichen. In Abbildung 7.6 auf der néichsten. Sei-
te werden die maximal erreichten Zelldichten aus dem Bereich der tierischer% Suspgnsmns—
Zelllinien dem Ergebnis dieser Arbeit gegeniiber gestellt. Dabei SiI-ld die Betneb?.welsen oh-
ne Fiitterung (Batch), ohne Perfusion (Fed-Batch) beziehungsweise ohne Zellruckhaltun.g
(Chemostat) dem perfundierten Betrieb mit Zellriickhaltung de;lthch unt'erlegen. Nur n.nt
einer Zellriickhaltung sind iiberhaupt Zelldichten von iiber 1-107 ¢/mL errelghbar. Die Leis-
tung des neuen Suspensionsreaktors ist dabei im Vergleich zu detn korr'lmermellen Systemen
des Spinfilters und der kontinuierlichen Zentrifugation nur wenig gerlnger. o

Die Vergleichsdaten sind selbstversténdlich nur Richtwerte, da sie von ur.lters?hledhchen
Zelllinien stammen und damit nur von einem shnlichen, 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 fiir Biotechnologie 2 der Forschungszentrum
Jilich GmbH, also in demselben Labor, erzielt worden, wodurch relevante Unterschiede
durch die oft sensible Handhabung und Analytik der Prozesse ausgeschlossen werden kén-
nemn.

Als Fazit dieses Vergleichs lésst sich feststellen, dass sich die Systeme mit Zellriickhaltung
als deutlich iiberlegen erweisen und dass das neue Filtrations-Riickhaltesystem prinzipiell
als gleichwertig mit den herkommlichen Systemen angesehen werden kann.

Den wesentlichen Vorteil des neuen Suspensionsreaktors erkennt man, wenn man die
mdgliche Expansion von Zellen in einem einzelnen System betrachtet. Fiir die medizinische
Anwendung ist es dringend geboten, die Expansion der Zellen nach Moglichkeit in einem
einzelnen geschlossenen System durchzufiihren, so dass keine Kontaminationsgefahr durch
ein Offnen des Systems und Uberfiihren der Zellen entsteht. Ein leistungsfihiges System
zeichnet sich daher nicht ausschlieRlich durch eine hohe Zelldichte, sondern vielmehr durch
den erreichbaren Expansionsfaktor aus. In Abbildung 7.7 auf der nichsten Seite werden
die moglichen Expansionsraten fiir 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 ¢/mL in dem kleinsten Fiillvolumen und
einer Kultivierung bis zu den oben angegebenen maximalen Zelldichten bei dem héchsten
Fillvolumen. Es zeigt sich, dass der neue Suspensionsreaktor hier ein um 72 % hoheres
Expansionspotenzial aufweist als ein handelsiiblicher Reaktor mit kontinuierlicher Zentri-
fugation als bestes herkémmliches System. Diese Uberlegenheit rithrt besonders von der
Mbglichkeit her, das Reaktionsvolumen in einem grofen Bereich variieren zu konnen. Diese
Freiheit bieten herkémmliche Riihrkessel nicht. Méchte man eine kontrollierte Kultivierung
sicherstellen, kann man dort das Volumen maximal um den Faktor 3 variieren. In dem neu-

en Suspensionssystem dagegen lisst sich das Volumen bei kontrollierter Kultivierung um
einen Faktor 13,75 verdndern.
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Abbildung 7.7: Ein Vergleich der maximal erreichbaren realen Zellexpansion in verschiedenen Kul-
tursystemen

Tabelle 7.2: Die Parameter der Kultivierung der Zelllinie KG-1 im Spinner

Zellen: Zelllinie KG-1

Medium: IMDM + 10% FCS
Kultursystem: miniaturisierter Spinner
Kulturdauer: 347h

Inokulumsdichte: 8,35 - 10° ¢/mL in 10mL
Fiitterung: Tag 6 und Tag 10

7.2 Der miniaturisierte Spinner

Die Etablierung des miniaturisierten Spinners verfolgte das Ziel, die optim?le Rii'hrer-
geschwindigkeit fiir die Kultivierung hamatopoetischer Zellen zu finden. l?aruber hln‘aus
bietet sich an dieser Stelle eine Moglichkeit, die in Abschnitt 4.4 auf Seite 65" gezeigte
Modell-Eigenschaft der Zelllinie KG-1 in der praktischen Anwendung zu iiberpriifen. Der
Spinner ist durch seine Auslegung als System fiir vergleichende Untersuchungen unc.l dem
damit einhergehenden kleinen Kulturvolumen pridestiniert fiir einen sc?lchen Vergleich. )

Es soll zunichst die optimale Rithrerdrehzahl mithilfe der KG-1 ermittelt w.erder'l. ?pa—
ter in Abschnitt 8.1.2.2 auf Seite 120 wird dann versucht, diese Ergebnisse mit primaren
CD34%-Zellen zu reproduzieren. o ‘

In einem ersten Ansatz wurden KG-1-Zellen gema# Tabelle 7.2 bei drei Yerschledenen
Riihrerdrehzahlen kultiviert. Neben 60 und 30 U/min wurde ein Ansatz ungerubrt durc.hge-
fiihrt. Am sechsten und zehnten Tag erfolgte eine Zufiitterung von 1Q mL Frischmedium.
Dabei muss aber der Volumenverlust durch die Probenahme berii'ck31‘<‘:ht1gt werden. Von
den urspriinglichen 10 mL waren am Tag 6 noch 8,5 verblieben. Die Fiitterung an Tag 10

fithrte zu einem Endvolumen von 26,5 ml.
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Abbildung 7.8: Zellexpansion bei der Kultivierung der Zelllinie KG-1 bei verschiedenen Riihrer-
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 Rithrerdrehzahl
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 widerspriche allen Erfahrungen, sowohl mit den Zellen als auch mit
dem Kultursystem. Das problemfreie weitere Wachstum 1asst 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-
satzen in der Startzellzahl mdglich waren. Bei allen spateren 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.

Trotz dieses anfénglichen Problems zeigt sich ein eindeutiges Bild fiir die Kultivierung
bei den verschiedenen Drehzahlen. Der Ansatz mit 60 U/min wichst die gesamte Kulturzeit
exponentiell, in den beiden anderen Ansétzen ist ab dem siebten Tag das Wachstum deut-
lich eingeschrénkt. Die Griinde sind unterschiedlich. Wéhrend der ungeriihrte Ansatz mit
grober Wahrscheinlichkeit ab der Zufiitterung 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 ungiinstige Strémungsverhéltnisse vor, so dass
sich die Zellen in der Mitte unter der Riihrerachse sammeln und ein Zellaggregat bilden.
Nach einer Woche ist dieses Aggregat auch mit bloRem Auge gut erkennbar. Man kann
vermuten, dass es in dieser Zellansammlung zu Diffusionslimitierungen kommt, entweder
beziiglich der Sauerstoff- oder der Néhrstoffversorgung. Da sich das Aggregat gut resuspen-
dieren lief, kann eine nicht reprisentative Probenahme ausgeschlossen werden. Bei 60 U/min
entstand kein Zellaggregat, und der Stoffiibergang an der Oberfliiche war gegeniiber der un-
gerlihrten 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 Riihrer-
drehzahlen

von 2,5 - 10 ¢/mL.

Die frithe Limitierung bei der ungerithrten Kultur und der niedrigen Drehzahl wird noch
deutlicher, wenn man die Wachstumsraten betrachtet (Abbildung 7.9). Nach der anfingli-
chen Verringerung der Zellzahl liegt bei 60 U/min eine stabile Wachstumsrate von 0,0151/n
vor, die dem normalen Wert fiir die KG-1 entspricht. Die Wachstumsraten der beiden
anderen Ansitze erreichen diesen Wert zwar zunéchst auch, sinken dann aber deutlich ab.

Der Folgeversuch verglich die Riihrerdrehzahl von 60 U/min mit der maximal m-6glichen
Drehzahl von 77 U/min, die sich aus der Leistungsgrenze des Riihrantriebes erglbt., und
einer statischen Kultur in einer Gewebekulturflasche. Der Vergleich mit einer statischen
Kultur in einem dafiir vorgesehenen System, wie der Gewebekulturflasche, ist in jedem
Fall sinnvoll, da der Spinner fiir eine statische Kultivierung, wie sie im vorangegangenen
Versuch durchgefithrt wurde, durch das schlechte Verhsltnis von Oberfléche zu Volumen
konzeptionell ungeeignet ist.

DerpVersuch vfurdge prinzipiell analog zum vorangegangenen durchgefiihrt .(Tabelle 7.2
auf Seite 107). Das Inokulum, bei dem nach der oben beschriebenen Metho;le smh.ergestellt
wurde, dass es fiir alle Systeme gleich war, betrug in diesem Fall 2,7 - 10 'C/mI'J in 15mkL.
Die Mengen zugefiitterten Frischmediums betrugen am flinften .'I‘agf' 7mL, in ein Gesamt-
volumen von 20 mL resultierend und am zehnten Tag 10mL, mit einem Endvolumen von
28 mL. _ . .

In Abbildung 7.10 auf der néchsten Seite ist die Zellexpansion dieses Ex;.)enmg,nt.s dal;
gestellt, Wieder fallt das konstante exponentielle Wachstum des Ansatzes mit 60 /mu} auf,
bei dem in diesem Fall die maximale Zelldichte bei 4,75 - 10° ¢/mL lag. Nac}{ dem Efrremhen
dieser sehr hohen Dichte fallt diese auch relativ schnell wiedfer ab. Da die Mediendaten
keinen Hinweis auf eine entsprechende Limitierung oder Inhibierung gaben, kann man z.m
diesem Punkt, trotz des Riihrens, von einer Sauerstofflimitierung ausgehen. Dasselbe gilt
fiir die Kultivierung in der Gewebekulturflasche, wo di'e Zellen I;ach acht Ta"gercl; schlscllitelr
proliferierten. Die erreichte Zelldichte liegt hier nur bei 2,89 - 108 ¢/mL, was fiir Gewebekul-
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Abbildung 7.10: Zellexpansion bei der Kultivierung der Zelllinie KG-1 in statischer und geriihrter
Kultur

turflaschen erfahrungsgemif das Maximum bei der Kultivierung der KG-1 darstellt.

Der mit 77 U/min geriihrte Spinner zeigt von Beginn an ein konstant exponentielles Wachs-
tum, das deutlich geringer ist als das der beiden anderen Ansitze. Die maximal erreichte
Zelldichte lag bei 2,17 - 108 ¢/mL. Dieser Verlauf deutet auf eine Schidigung durch Scher-
kréfte 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 Riihrerdrehzahl
von 60 U/min ergeben. Eine niedrigere Drehzahl fithrt zu Durchmischungsproblemen und
zur Aggregatbildung der Zellen. Eine hohere Drehzahl schidigt 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 iiblichen statischen Kultur, wo keine Scherkriifte
wirken. Deutlich zeigt sich der Vorteil der geriihrten Spinnerkultur bei htheren 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, ermdglicht der Spinner noch eine deutliche Steigerung der-

selben. Dieses Ergebnis wird in Abschnitt 8.1.2.2 auf Seite 120 fiir primare CD34"-Zellen
noch einmal iiberpriift.



KAPITEL 8

Kultivierung primérer Zellen

8.1 Kaultivierung himatopoetischer Vorlduferzellen

8.1.1 [Immobilisierte Kulturen

Die Optimierung der immobilisierten und stromahaltigen Kultur himatopoetischer 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. Samtliche
Daten dieses Abschnitts wurden freundlicherweise von NANNI JELINEK zur Verfiigung ge-
stellt.

8.1.1.1 Der Festbettreaktor

Eine Kultivierung im Festbettreaktor ist durch die Kokultivierung der stromalen mit den
h&matopoetischen 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 Zellabldsung erschwert.
Bei der hier vorgestellten Kultivierung kamen pordse Kollagentréger zum Einsatz. Die Ab-
l6sung der Zellen erfolgte durch das Auflosen der Triigermatrix mithilfe von Kollagenase.
Um in der Lage zu sein, alle Assays anlegen zu konnen, ist ein Probenvolumen von et-
wa 4mL Trigerschiittung notwendig. Daher ist die Zahl der Probenahmen wahrend einer
Kultivierung sehr begrenzt.

In Abbildung 8.1 auf der niichsten Seite ist die Expansion der verschiedenen auf der}
Trigern immobilisierten Subpopulationen fiir eine beispielhafte Kultivierung gezeigt. Bei
dieser Auftragung ist die Zeitachse so gelegt, dass der Nullpunkt im Moment des Ir.lokulums
der hamatopoetischen 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 Trigern tatséchlich immobilisierten Zellen bestimmt werden,

Tabelle 8.1: Die wichtigsten Parameter der Kultivierung im Festbettreaktor

stromale Zellen: Zelllinie S1/SI (bestrahlt mit 80 Gy)
hémat tische Zellen: CD34%-Zellen aus Nabelschnurblut N
N?emd?uﬁioe aehe s IMDM + 12,5% HS + 12,56% FCS + 1% Penicil-

lin/Streptomycin -+ 100 n¢/mL anti-TGF-B + 1098/mL IL-3
+ 50n¢/mL SCF + 5078/mLFL + 20 ng/m1, TPO
Festbettreaktor (Gesamtvolumen: 28 mL)

Kultursystem: t 0
Mikrotréger: 14,4 mL porése Kollagentrager
Kulturdauer: 14 Tage5

Inokulum, stromale Zellen: 6,95 + 10° ¢/mLrcagerschittuns

Tnokulum, himatopoetische Zellen: 5,5 - 10* ¢/mLussgerschutruns
Fiitterung: b kontinuierlich ab Tag 2, Durchflussrate: 0,69 /4
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Abbildung 8.1: Die Expansion der auf Kollagentriigern immobilisierten h@matopoetischen 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 friihen Vorlduferzellen, das heifit
sowohl die CFC als auch die CAFC vermehrt werden. Alle Subpopulationen zeigen gegen
Ende der Kultivierung die Tendenz einer stabilen Zellzahl, das heiftt eines Steady-states. Es
kann daher vermutet werden, dass sich ein insgesamt stabiles System ausbildet. Unterstiitzt
wird diese These durch weitergehende Uberlegungen: Der Reaktor ist perfundiert, und die
Zellrtickhaltung erfolgt nur {iber die Immobilisierung der Zellen auf den Mikrotrégern. Reife
Blutzellen sind wenig adh#rent, losen sich von den Tréigern und gelangen deshalb mit dem
Medium aus dem Reaktor. Die Zahl der Zellen im Medium blieb wahrend der Kultivierung
konstant. Dies bedeutet, dass sich kontinuierlich eine gleichbleibende Menge Zellen von den
Trégern abldste. Bleibt unter dieser Voraussetzung die Zellzahl der Subpopulationen auf
dem Trager konstant, so muss wie in vivo eine Quelle der Zellproduktion vorhanden sein.
Die Stabilitst des Systems lisst vermuten, dass Stammzellen erhalten wurden.

Diese Ergebnisse stellen einen wesentlichen Fortschritt gegeniiber 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 vergréRert werden, dies gelang jedoch nicht auf den Trégern immobilisiert. Ab-
bildung 8.2 auf der niichsten Seite vergleicht den Verlauf der immobilisierten Zellzahl auf
den Mikrotrégern im neuen und alten Festbettreaktor. Eine Zellexpansion konnte in dem
alten Reaktor nur durch die Addition der immobilisierten Zellzah]l mit der akkumulierten
Zahl der durch die Perfusion ausgetragen Zellen errechnet werden. In der Praxis ist die
akkumulierte Zahl der ausgetragenen Zellen keine relevante Gréfe. Fiir den klinischen Ein-
satz solcher Zellen wire es erforderlich, sie bis zum Ende der Kultur zu konservieren. Dies
ist nicht mit einem vertretbaren Aufwand durchfiihrbar.

Das prinzipielle Konzept des Mimikrierens der in vivo Bedingungen bei der Kultivie-
rung im Festbettreaktor erscheint vielversprechend. Zundchst 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

Trigern zu immobilisieren. Abbildung 8.3 auf der néchsten Seite zeigt elektronenmikrosko-
pische Aufnahmen eines leeren und eines vollstindig bewachsenen Trégers. Auf den Trégern
befindet sich ein stabiles Netzwerk aus stromalen und himatopoetischen 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 ez vivo Kultur dargestellt. Man
sieht deutlich die einzelnen, langgezogenen stromalen Zellen in der von ihnen gebi'ldet'en
extrazelluliren Matrix. Darauf liegen die runden hématopoetischen 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 hématopoetische Zellen (Markierung ,Me") direkt auf dem Stroma.

8.1.1.2 Beispielhafte Anwendungen des Miniatur-Schlaufenreaktors

Die Einsatzméglichkeiten des Miniatur-Schlaufenreaktors sinc'l vielfsltig. Es kénnen fast al-
le Kultivierungsparameter variiert und damit deren Einfluss in pa,'l"allelen Kulturen u.nt.er-
sucht werden. Dies kénnen zum Beispiel unterschiedliche Mikrotrager, stromale Ze.llhmen
oder Medienzusammensetzungen sein. Bis auf wenige physikalische Pe}rameter, wie den;
Sauerstoffpartialdruck und der Perfusion des Mediums, kénnen alle Emﬂu'ssf.aktorendau
die Kultivierung im klinischen Mafstab im Miniatur-Schlaufenreaktor c.>pt1m1ert wes;r7 en.
Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf den Festbettreaktor 1<or}nte gezeigt werd}elx} [ ] ;

Aus der grofen Zahl an Untersuchungen wird eine exemplarisch .da{gestellt.% ierz vxlr]n*
das Immobilisierungs-Verhalten der Zelllinie KG-1 n'.lit dem von priméren (f)]g . -9 g f?n
verglichen. Das Vorgehen entspricht prinzipiell dem in A}oschmtt 6.1.1é3 a1f1 | ei eéChSt:;
die Gradientenbildung in Kokultur. Die Rahmendaten ?e1g't Tabelle 8. ali er 1;1 chst
Seite. Fiir die Untersuchung wurden verschiedene Verhéltnisse von stroma, e1]1) zuEamz,nc?;
poetischen Zellen eingesetzt. Die Dichte der stromalen Zellen blieb .kons;:a,ntA a:s‘G 1;1geﬁb ;r
zeigt Abbildung 8.5 auf Seite 116. Die Immobilisierungsrate lag in allen Ansatze
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Abbildung 8.3: Elektronenmikroskopische Aufnahme eines unbewachsenen und eines vollstindig
besiedelten pordsen Kollagentrigers (Trigerdurchmesser: 0.6 nun)

Tabelle 8.2: Die Parameter des vergleichenden Immobilisierungs-Versuches irn Miniatur-
Schilaufenreaktor

stromale Zellen: Zelllinie S1/SH (bestrahlt mit 80 Gy
himatopoetische Zellen: CD34%-Zellen aus Nabelschnurblut, Zelllinie KG-1
Mednun: IMDM + 125% HS - 12.5% FCS

Kultursystem: Miniatur-Schlaufenreakior

Mikrotriger: ImL pordse Kollagentrager pro Vertiefung
Kulturdauer: 1 bew. 2 Tage

Inokulum. stromale Zellen: 5. 10° /Ly sgerechioung

Inokulum, hiimatopoetische Zellen: 5 10% ~ 2.5 10° il oucons

Fitterung: keine

Zahl der Versuche: n=9

5% Das hmmobilisierungs-Verhalten der KG-1 ist nur geringhiigig besser als das priméarer
Zellen. Insgesamt kann die KG-1 beziiglich der Immobilisierungseigenschaften als gleich-

wertig mit primaren Zellen angesehen werden. Die Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus den
Untersuchungen zur Gradientenbildung im Festbettreaktor ist damit nachgewiesen.

8.1.2 Suspensionskulturen
8.1.2.1 Der kontrollierte Suspensionsreaktor

Die Kultivierung von primiren CD34%-Zellen wurde zunichst parallel i neuen Suspen-
sionsreaktor und i einer 25 em?-Gewebekulturflasche durchgefithrt. Die Kultur
sind i Tabelle 8.3 auf der niichsten Seite beschriehen. Die (jm&*eb@kuhurf'i
auf die Flitterung identisch wie der Reaktor behandelt. Wihrend die statische Kultur un-
gefiittert blieb, wurde im Reaktor in den ersten 24 Stunden das Kulturvolumen von 40 auf

80 mL verdoppelt und danach kontinuierlich it einer Verweilzeit von 8 Tagen perfundiert.

parameter
asche wirde bis
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Abbildung 8.4: Kokultivierung himatopoetischer Zellen auf stromalen Zellen. links auf einem Kol-
lagentriiger. rechts in vive im humanen Knochenmark [256]

Tabelle 8.3: Die Parameter der Kultivierung von CD347-Zellen im Suspensionsreaktor

Zellen: D347 -Zellen aus Nabelschnurblue
Mediu: CellGro SCGAL -« Zytokin-Standard 2
Kultursystem: perfundierter Suspensionsreaktor
Rulturdauer: 662 h

Inokulume: R.2-10% ¢t in 40mbL

Rithrerdrehzahl: 70V e

Der Sauerstoffpartialdruck im Reaktor wurde konstant auf 25 9% Luftsdrtigung geregelt,
der pH-Wert auf 7.35.

Da fiir diese vergleichende Kultur nur wenige Zellen zur Verfiijgung standen. war das
Inokulum sehr klein (vergleiche Abschnitt 2.5.3.5 auf Seite 22). Durch die geringen Zell-
dichten war der Medienverbrauch entsprechend niedrig. Die Glukose-Konzentration Jag am
Ende der Kultur im Reaktor bei 1.252 1 und in der Gewebekulturflasche bei 0375 L. Die
letztere Nonzentration ist zwar deutlich niedriger, es war aber keine Einschrankung der
Wachstumsrate zn beobachten. Die Substrat-Versorgung kann demnach iiber die Kultur-
zeit als unkritisch angesehen werden.

In Abbildung 8.6 auf Seite 117 ist die Entwicklung der Zahl der MNZ dargestellt. Man
erkennt keinen wesentlichen Unterschied zwischen der Kultivierung im Suspensionsreaktor
und in der Gewebekulturflasche. Dies gilt ebenso fiir die Expansion der CD347 -Zellen ﬁf‘j&?**
bildung 8.7 auf Seite 117) und der koloniebildenden Zellen (Abbildung 8.8 auf Seite 118).
Aus diesem Ergebnis ergeben sich zwei Schlussfolgerungen. Die erste ist. dasa:e. unter den
gegebenen Randbedingungen kein Vorteil der perfundierten Kultur zu erkennen ist. Der po-
sitive Effekt der Fiitterung. der in Abschnitt 4.3 auf Seite 60 nachgewiesen werden kon;m*.
kommt bei der geringen Inokulumsdichte nicht zum Tragen. Auch komunt es zu keinen Pro-
lor Zellen. Der Sauerstoffverbranch ist vielmelr wegen
lie theoretisch mogliche Sauerstoffbilanzierung im
keit der verwendeten Elektroden

blemen in der Sauerstoffversorgung «
der niedrigen Zellzahl so gering. dass «
Suspensionsreaktor nicht sinnvoll ist, da die Messgenauig
nicht ausreicht. X . :

Die zweite Schlussfolgerung ist die. dass die Kultivierung im neuen Svstem keinen ne-

. i N . o Wbt doer Ze woch das Ausdifferenziernngsver-
gativen Effekt ausiibt. Weder das Wac hstum der Zellen. noch das Ausdift I3
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Abbildung 8.5: Die Immobilisierungsrate der Zelllinie KG-1 relativ zu priméren Zellen bei ver-
schiedenen Verhéltnissen von stromalen zu hdmatopoetischen Zellen

halten ist veréindert. Es ist keine Schidigung der Zellen durch das Riihren zu erkennen.
Es gibt keinen messbaren Zellverlust durch die Zellriickhaltung. Die Kultivierung im neu-
en Suspensionsreaktor ist den statischen Standardkulturen in den biologischen Aspekten
gleichwertig. Sie bietet dariiber hinaus aber die ausreichenden Mbglichkeiten fiir klinisch
relevante Kulturvolumina.

Die unterschiedliche Expansion der verschiedenen Subpopulationen entspricht dem ty-
pischen Verhalten in Suspensionskultur. Die Gesamtzellzahl kann iiber den gesamten Zeit-
raum gesteigert werden. Der Anteil der koloniebildenden Zellen nimmt zunéchst 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 verlsuft shnlich. Da das Inokulum mit einer Reinheit von 99% aus-
schlieRlich 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. Mdchte man nur MNZ vermehren, ist nach
20 Tagen die grofite 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 groferen 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 CD347-Zellen in per:
fundierter und statischer Kultur
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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

Zellen: CD34%-Zellen aus Nabelschnurblut
Medium: CellGro SCGM + Zytokin-Standard 3
Kultursystem: perfundierter Suspensionsreaktor
Kulturdauer: 552h

Inokulumsdichte: 5,7 - 10% ¢/mL in 40 mL
Rithrerdrehzahl: 70 U/min

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 nichsten Seite zeigt die Expansion der MNZ, Abbildung 8.10
auf der néchsten Seite die der CD34 -Zellen und Abbildung 8.11 auf Seite 120 die der
koloniebildenden Zellen. Auffallend ist, dass sich mit der verdnderten Zytokinkombination
auch 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 bleibt
fiir sieben Tage nahezu konstant und fllt dann ab. Allein die koloniebildenden Zellen
zeigen qualitativ einen &quivalenten Verlauf zu der Kultur mit dem Zytokin-Standard 2.
Quantitativ ist die Expansion der CFC aber um einen Faktor 8,7 grofer.

Da bei der Entwicklung des Standards 3 die Zielgrofe des verwendeten genetischen Algo-
rithmus die Expansion der CD34%-Zellen pro eingesetzter Menge Zytokine war, erscheint
das Ergebnis zunéchst verwirrend. Im Suspensionsreaktor zeigt der Standard 2 aber eine
7,8fach bessere Expansion der CD34%-Zellen, wenngleich unter Verwendung der 2,6fachen
Zytokinmenge. Daraus folgt theoretisch ein dreifach hoherer Wert der Zielfunktion des ge-
netischen Algorithmus bei Verwendung des nicht optimierten Standards 2. Dieser zeigte
sich aber bei der Durchfiihrung 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 CD : 1 der
fundierter Kultur mit unterschiedlichen Zytokmkombmatlonen

600

34+-Zellen bei der Kultivierung von CD34"-Zellen in per-
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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 Aufldsung dieses scheinbaren Widerspruchs liegt in der betrachteten Kulturdauer.
Die Kultivierungen im Suspensionsreaktor zeigen deutlich, dass das Maximum der CD347-
Expansion an Tag 4 liegt. Bei der Zytokin-Optimierung mit dem genetischen Algorithmus
wurde aber die Expansion nach sieben Tagen betrachtet. Fiir die CD347-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 tatséchlich 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 iiber dem
Standard 2, womit die Optimierung doch bestatigt ist.

Im Reaktor konnte gezeigt werden, dass die optimierte Zytokinkombination keine verbes-
serte absolute Expansion, sondern nur einen lingeren Erhalt der CD34"-Zellen ermoglicht.
Tatséchlich erhoht ist dagegen die Zahl der koloniebildenden Zellen. Dies bestétigt, dass
andere frithe Subpopulationen, obwohl sie nicht als ZielgréRe des genetischen Algorithmus
verwendet wurden, bei der Optimierung der CD34%-Zellen ebenfalls positiv beeinflusst
werden. Dieses konnte bereits wahrend der Optimierung mit dem genetischen Algorithmus
beobachtet werden [262].

Das Fazit des Vergleichs der Zytokinkombinationen ist erneut die Bedeutung der Defini-
tion der Zielgrofe der Kultur. Die betrachtete Subpopulation und die Kulturdauer versn-
dern die optimalen Bedingungen. Deutlich konnte zudem der starke Einfluss der gewéhlten
Zytokine auf den Kulturverlauf gezeigt werden.

8.1.2.2 Spinnerkulturen

Die Kultivierungen von CD34"-Zellen im miniaturisierten Spinner sollten die Ergebnisse
aus Abschnitt 7.2 auf Seite 107 fiir die Zelllinie KG-1 auch fiir Primdrmaterial best&tigen.
Die Spinner wurden prinzipiell identisch zu den KG-1 Kulturen betrieben. Eine Ausnahme

bildet hier die Inokulumsdichte, die aus Zellmangel wesentlich kleiner war, wodurch ein
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Tabelle 8.5: Die Parameter der Kultivierung von CD34"-Zellen im Spinner

Zellen: CD34"-Zellen aus Nabelschnurblut
Medium: X-Vivo 10 + Zytokin-Standard 2
Kultursystem: miniaturisierter Spinner
Kulturdauer: 384h bzw. 288h
Inokulumsdichte: 7,61 - 10% ¢/mL bzw. 1,53 - 104 ¢/mL in 10 mL
Fiitterung: keine
1000
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Abbildung 8.12: MNZ-Expansion bei verschiedenen Riihrerdrehzahlen im Spinner

Nachfiittern entfiel. Die wichtigsten Parameter zeigt Tabelle 8.5.

Im ersten Versuch wurde die Drehzahl der Spinner variiert. Die eingestellten Drehzah'len
betrugen 30, 60 und 77 U/min. Die Expansion der MNZ ist in Abbildu%lg 8.12 gezeigt,
Abbildung 8.13 auf der néchsten Seite zeigt den Verlauf der CFC—Expansmn. ' -

Auffsllig ist das deutlich schwichere Wachstum der Zellen. bei .77 U/min..Dle Schadi-
gung der Zellen ist dabei von Beginn an zu beobachten und wirkt sich auf die CFC no§h
deutlicher aus als auf die Gesamtzellzahl. Bei der Drehzahl von 30 U/min war e?neut ein
Ansammeln der Zellen unter der Rithrwelle zu beobachten. Ein so deutliches Absinken der
Wachstumsrate wie bei den KG-1 trat aber nicht auf. Dies ist erklérbar, betrach_tl_et man
die erreichten Zellzahlen. Die maximale Zellzahl bei der Kultivierung der CD34™-Zellen
betrug 7,14 - 10° Zellen. Bis zu dieser Gesamtzellzahl sind in den KG.—l Kulturen. ebenfalls
keine Limitierungen zu beobachten gewesen. Die Gesamtzellzahl erreichte dort einen }Nert
von 9,25 - 108 Zellen. Die Tatsache, dass eine Ansammlung von Zeller.l ur}tef dem Riihrer
beobachtet werden konnte, legt also die Vermutung nahe, dass.auch bei priméren KulFuren
Diffusionslimitierungen auftreten, wenn hohere Zellzahlen erreicht Yverden. Darub_er hma?us
war das Kulturvolumen durch das Nachfiittern be den KG-1 groRer. Der damit verrin-
gerte Sauerstoffeintrag lieke die Limitierung bei einer Ansammlung der Zellen noch friiher

auftreten, falls es sich um eine Sauerstofflimitierung handelt.
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Abbildung 8.13: CFC-Expansion bei verschiedenen Riihrerdrehzahlen im Spinner

Die optimale Rithrerdrehzahl ist also fiir prim#ire 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 Ei-
gebnisse ist aber wegen der unterschiedlichen Spender nicht moglich. Es wurde daher, wie
schon beim Suspensionsreaktor, eine parallele Kultivierung mit einer Gewebekulturflasche
als statisches Referenzsystem durchgefiihrt. Die Versuchsbedingungen sind mit denen des
vorangegangenen Experiments in Tabelle 8.5 auf der vorherigen Seite aufgelistet. Die Riih-
rerdrehzahl betrug 60 U/min.

Die Verldufe der Expansion der MNZ und der CFC, beide sind in Abbildung 8.14 auf
der néchsten 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 bestétigt worden (vergleiche Abschnitt 8.1.2.3 auf der nichsten Seite). Es
handelt sich um eine statistische Schwankung.

Mit diesem Ergebnis sind zwei wesentliche Punkte gezeigt worden. Zum einen hat der
Spinner als System fiir vergleichende Untersuchungen in geriihrter 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
libertragen werden kénnen, da dieser ebenfalls eine fquivalente Zellexpansion wie die sta-
tischen Systeme zeigt. Weiterhin sind die Aussagen tiber den miniaturisierten Spinner, die
mit der Zelllinie KG-1 gewonnen wurden, bestitigt worden. Es konnte sowoh] die Aqui-
valenz zur statischen Kultur als auch die optimale Rithrerdrehzahl von 60 U/min bestétigt
werden. Damit ist auch der Modellcharakter der KG-1 fiir primire CD34%-Zellen endgiiltig
nachgewiesen.

Vor dem Hintergrund der Untersuchungen iiber den Einfluss verschiedener Werkstoffe
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Abbildung 8.14: Kultivierung von CD34%-Zellen in statischer und geriihrter Kultur

in Abschnitt 4.1.2.2 auf Seite 54 iiberrascht die Gleichheit der Kultivierung im statischen
System aus Polystyrol und dem geriihrten 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 Verhiltnis von Werkstoffoberfliche zu Kulturvolumen abhéngt und dieses bei den hier
eingesetzten technischen Systemen so giinstig ist, dass es zu keiner Schidigung kommt.
Ein zusitzlicher Nachweis, dass die Werkstoffschddigung vernachléssigt werden kann,
wurde mit einer weiteren Vergleichskultur im Spinner durchgefiihrt. Der schii’.c'zende Effekt
von Serum bei Werkstoffeinfliissen war bereits nachgewiesen worden. Fiir die Uberpriifung,
dass das Glas, aus dem die Spinner gefertigt sind, die Zellen nicht wesentlich schédigt,
wurde parallel zu der letzten Spinner- und Gewebekulturflaschen-Kultivierung ein weiterer
Spinner betrieben. Dieser wurde fiir 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 nichsten 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 fiir die biologische Aktivitat, .woc%urch
endgiiltig die Abwesenheit von relevanten schddigenden Materialeinflissen bestétigt ist.

8.1.2.3 Ein Systemvergleich

In einem Parallelversuch wurden die potentiell in einem klinischen Protokt?ll verwendbaren
Kultursysteme fiir die Suspensionskultur verglichen. Der Versuch Wurde“m Zusamm.enar-
beit mit der MainGen Biotechnologie GmbH, Frankfurt/Main dgrchgefuhrt. Aus diesem
Grund kam eine besondere Zytokin-Kombination zum Einsatz, c.he mit c-len anderen Kul-
turparametern in Tabelle 8.6 auf der néchsten Seite aufgelistet ist und im Folgenden als

Standard F bezeichnet wird.

Es wurden parallel ein Suspensionsreaktor (Kulturvolumen: 40mL), 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

Zellen: CD34%-Zellen aus Nabelschnurblut

Medium: X-Vivo 10 + 1% BSA + 2mmol/y, Glutamin + 50 »&/mL SCF + 10 1&/mL IL-3
+ 2078/mL. TPO + 50 n8/mLFL

Kulturdauer: 7 Tage

Inokulumsdichte: 5 - 10% ¢/mL

Fiitterung: keine

Spinner (12mL), drei Kultur-Beutel (je 4mL) und eine Vertiefung einer Gewebekultur-
platte mit zwolf Vertiefungen (1mL) inokuliert. Bis auf den Suspensionsreaktor wurden
alle Systeme im Brutschrank (37 °C, 5% CO,) fiir 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 fiir das Inokulum zur Verfiigung zu haben und um die Spen-
dervariabilitdt zu mindern, wurde keine Einzelspende verwendet. Vielmehr bestanden die
inokulierten Zellen aus einer Mischung von sieben Einzelspenden.

Nach sieben Tagen Kultivierung wurden alle Systeme abgeerntet und mit jeweils 2mL der
Zellsuspension eine bestrahlte NOD/SCID-Maus transplantiert. Fiir jedes Kultursystem
wurden fiinf Méuse 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 fiinf Méuse transplantiert worden. Mit den iibrigen Zellen wurden die
restlichen Assays angelegt.

Abbildung 8.16 auf der nichsten Seite zeigt die Expansion der verschiedenen Zellsub-
populationen. Der Suspensionsreaktor zeigt hier deutlich schlechtere Werte als die ibrigen
Systeme. Grund hierfiir war eine Betriebsstorung nach vier Tagen Kultivierung, bei der
wegen einer defekten Pumpe iiber Nacht das Kulturmedium in die gekiihlte Flasche der
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Abbildung 8.16: Expansion verschiedener Zellsubpopulationen nach 7 Tagen Kultivierung in ver-
schiedenen Kultursystemen (1. Experiment)

Medienvorlage zuriicklief. Die Zellen konnten zwar wieder in den Reaktor zuriickgefiihrt
werden, aber die Proliferation und besonders die biologische Aktivitét der Zellen wurden
deutlich geschwécht.

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 gleichermafen zeigt, ist die
Ursache bei den Zellen zu suchen. Wahrscheinlich kam es zu Unvertréglichkeiten zwischen
den Spenden, ein Problem, dass durch die Aufreinigung der Zellen auf die CD34"-Fraktion
verhindert werden soll, aber grundsétzlich nicht ausgeschlossen werden kann.

Die Expansion der frithen Zellpopulationen ist trotz allem gut. Speziell die Expansion defr
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 mdgliche Eindruck, dass
der Spinner die frithen Zellen aufgrund der leicht schwécheren Expansion der CFC und
LTC-IC schlechter unterstiitze, wird klar von den Daten aus den Tierversuchen Widerlegt.

Abbildung 8.17 auf der nichsten Seite zeigt den Anteil der humanen. CD45+-Zellen. in
den M&usen, sechs Wochen nach der Transplantation der Zellen. CD45 ist das a.llgemel_ne
Merkmal aller Leukozyten. Gemessen wurde sowohl der Anteil im Kn'och?nmar}?: als a,u.ch im
peripheren Blut. Da mit dem Inokulum und pro Kultursystem jeweils fupf Mause beimpft
wurden und keine der M#use in den folgenden sechs Wochen starb, ist jeder Datenpunkt
ein Mittelwert mit der Standardabweichung aus fiinf Messungen. Das sehr sch.lechte A_b-
schneiden des Suspensionsreaktors ist hier erneut deutlich zu erkennen.. Der Spinner zeigt
sich dagegen absolut gleichwertig mit dem Kultur-Beutel, wodultch die Vem_lutung, dass
der Spinner die Ausdifferenzierung verstérkt, nicht mehr ha,ltbarulst. Allgemein kanr'l man
ein wesentlich niedrigeres Niveau an humanen Zellen in den Maussen f.ests.tellen, d.1e. mit
kultivierten Zellen transplantiert wurden, im Gegensatz zu denen, die die mcht' ku1t1v1'e1:te
Inokulumsprobe erhielten. Die Verringerung der Zahl an Stammzellen durch die Kultivie-
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Abbildung 8.17: Anteil der humanen himatopoetischen CD45%-Zellen im Knochenmark und pe-
ripheren Blut von NOD/SCID-M#usen, 6 Wochen nach Transplantation (1. Experiment)

rung ist daher wahrscheinlich. Eine genaue Quantifizierung ist mit NOD/SCID-Mé&usen
aber erst moglich, wenn man definierte Verdiinnungsreihen transplantiert, shnlich wie es
in CAFC- und LTC-IC-Assays durchgefiihrt wird (siche Abschnitt 3.5.3.3 auf Seite 44).

Der Tierversuch hat aber eindeutig nachgewiesen, dass auch nach sieben Tagen Kulti-
vierung und unabhéngig vom Kultursystem noch MRC in den Kulturen vorhanden sind.
Damit konnten die frithesten detektierbaren himatopoetischen Zellen erfolgreich nachge-
wiesen werden. Es kommt zwar vermutlich zu einer leichten Ausdifferenzierung, das Po-
tenzial der Zellen reicht dennoch fiir eine Repopulierung der Mause aus.

Zusétzlich 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:
5mL), einem miniaturisierten Spinner (12mL), drei Kultur-Beuteln (je 4mL) und einer
Vertiefung einer Gewebekulturplatte mit zwolf 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 nichsten Seite gezeigt. Erneut sind
deutliche Schwankungen zwischen den einzelnen Systemen zu erkennen. Es lisst sich daraus
aber kein Trend ermitteln, denn die Proliferation und das Ausdifferenzierungsverhalten
waren in allen Systemen gleich.

Auffallig ist dariiber 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 nichsten Seite dargestellt. Die
Mittelwerte des Standards F wurden dabei ohne die Ergebnisse des Suspensionsreaktors
gebildet. Allein bei den LT'C-IC ist ein deutlicher Unterschied zu erkennen. Hier scheint
der Zytokin-Standard 3 die besseren Expansionen zu ermoglichen.

Von den mit dem Zytokin-Standard 3 expandierten Zellen wurden nur im Fall des Kultur-
Beutels NOD/SCID-Versuche durchgefiihrt. Auch die Werte fiir die MRC liegen demnach
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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 Anderungen 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 néchsten Seite, die wiederum die Mittelwerte und Standardabweichungen aus fiinf
Tieren darstellen.

Die Expansionen der einzelnen Subpopulationen schwanken zwischen den Kultursyste-
men beim zweiten Versuch etwas stérker. Im Mittel liegen die Werte leicht hoher 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 {iber die Kulturzeit gerade erhalten. Eine Begriindung fiir diesen Effekt
kann nicht angegeben werden.

Die Schlussfolgerung, dass im Suspensionsreaktor die sehr frithen Zellen nicht unter-
stlitzt werden, ist aber nicht haltbar. Dies widerlegen die NOD/SCID-Versuche. Hier sieht
man zunéchst, dass die Repopulation der Méuse allgemein wesentlich besser war, so dass im
Knochenmark der M&use 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,
W:shalb die fehlende Expansion der LTC-IC nicht mit einer Ausdifferenzierung zu erkléren
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 nichsten Seite gezeigt.
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Abbildung 8.21: Anteil der humanen hématopoetischen Zellen im Knochenmark und peripheren
Blut von NOD/SCID-Méusen, 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 sicfh bei dem de}lt-
lichen quantitativen Unterschied zwischen den beiden identischen Experlmenten um eine
Schwankung handelt, die durch die Zellen verursacht wurde, zeigt dle‘ Repopulation der
NOD/SCID-Mszuse durch die beiden Inokula. Bei einem volligen Ausgleich von Spenderva-
riabilititen und ohne schidliche Zell-Zell-Interaktionen hétte der Anteil an humanen Zellen
in den M3usen identisch sein miissen. . o '

7u keinem Zeitpunkt der Kultur trat in einem der Systeme eine lelt'ler}.mg auf. Dies
entspricht den Beobachtungen in Abschnitt 4.3 auf Seite 60, wo auch bfn h(?h.erer Inokt%-
lumsdichte erst eine Limitierung nach Tag 7 beobachtet werden konnte. Die kn.tlschex.l Ami-
nossuren Serin, Asparagin und Glutamin blieben bei dem vorliegenden Experiment immer
iiber mindestens 40 % ihres Ausgangswertes. Die zellspezifischen Verbraqchsraten entspra-
chen denen aus den Fiitterungsversuchen, erneut waren Serin, Asparagin und Glutamin,

die am deutlichsten reduzierten Aminosauren.

8.1.3 Vergleich und Bewertung der Ergebnisse

Die Ergebnisse aus dem vorangegangenen Abschnitt verdeutlichen, dass es nur sehr schwer

moglich ist, absolute quantitative Daten zu generieren. Die 'Spendervariab{latat ist ??Iﬁr
hoch, und das Mischen von mehreren Spendern kann zu negatn:en.Wech.selwn: ntmgebn :it;
ren. Reproduzierbare qualitative Aussagen sind da.geg?n gl-lt moghch: Dies ze1gt e};)n St;i :
die Ergebnisse in Kapitel 4 auf Seite 53 und es wird in cheser.n Kal'ntel e;ne; See Arbiii;
Es ist daher wichtig, bei jeder Kultivierung einen Standarc} zu integrieren. In 1e1 r prbelt
waren das die Gewebekulturflaschen. Erst so sind viele Emﬂussf'aktoren in vergleichbar

Form zu untersuchen. In der Literatur ist ein solcher Standard nicht verbreitet, was emen

Vergleich mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen erschwert.
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8.1.3.1 Die grundlegende Kultivierungsstrategie

Betrachtet man die Ergebnisse der Untersuchungen zur Fiitterungsstrategie (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 Fiittern der Kultur und damit auch die Perfusion ist zunéchst nur dann sinnvoll, wenn
hohe Zelldichten von iiber 1-108 ¢/mL erreicht werden. Dabei ist es unerheblich, mit welcher
Zelldichte die Kultivierung gestartet wird.

Aufgrund des mangelhaften Wissens iiber die Zellen sind zum heutigen Zeitpunkt kei-
ne wesentlich groReren Expansionen frither himatopoetischer Zellen moglich, als in dieser
Arbeit erreicht wurden (siche dazu Abschnitt 8.1.3.2 auf der nichsten Seite). Die Berich-
te iiber wesentlich hohere Expansionsraten [54, 80, 178, 212, 213, 214, 303] gehen von
Langzeitkultivierungen {iber einen Zeitraum von bis zu einem halben Jahr aus. Solche
Kultivierungen sind zwar biologisch interessant, fiir eine klinische Anwendung wegen ihrer
Dauer aber irrelevant.

Der kontrollierte Suspensionsreaktor wurde mit dem Ziel ausgelegt, ausgehend von einer
sehr kleinen Zah! an Zellen, Raum fiir eine mdglichst hohe Expansion zu bieten. Hohe Ex-
pansionsraten erfordern eine Fiitterung, weshalb der Reaktor die Moglichkeit zur Perfusion
bietet. Bei den geringen Expansionen, die bei den friihen hd#matopoetischen Zellen heute
erreicht werden, ist noch immer eine reine Batch-Kultur mdglich. Die Moglichkeiten des
Reaktors kommen also in dieser Anwendung noch nicht vollstindig zum Tragen. Dabei
bleibt aber die Frage offen, ob sich bei lingerer Kulturdauer eine friithe Perfusion positiv
auswirkt. Eine frithe Fiitterung wurde in mehreren Untersuchungen als wichtiger Schritt
fiir den langfristigen Erhalt frither Zellen beschrieben [79, 246, 234].

Neben der Expansion der Zellen ist eine zweite Moglichkeit, weshalb eine Perfusion
notwendig werden kann, der mdgliche Zerfall der Wachstumsfaktoren. Es gibt deutliche
Hinweise, dass sich die einzelnen Zytokine in ihrer Stabilitit stark voneinander unterschei-
den und zum Teil mit Halbwertzeiten von nur wenigen Tagen zerfallen. Die Stabilitdt von
Zytokinen unter Kulturbedingungen ist zwar als Problem bekannt [117), ist aber bisher
nicht untersucht worden. Nur in einer perfundierten Kultur kénnen konstante Kulturbe-
dingungen gewéhrleistet werden, besonders da die physikalische Stabilitdt der Zytokine im
Gegensatz zum Verbrauch unabhéngig von den Zellen und der Zelldichte ist. Anders als
die oben behandelte Fiitterung von Nahrstoffen ist das Problem des Zerfalls nicht durch
kleine Inokula lésbar oder sogar nur beeinflussbar.

Wiéhrend die Perfusion erst bei gesteigertem Wissen iiber die Zellen gezielt genutzt
werden kann, konnen schon heute die Moglichkeiten der kontrollierten Kultur sinnvoll
eingesetzt werden. Es ist vielfach festgestellt worden, dass grundlegende Parameter, wie
der pH-Wert oder der Sauerstoffpartialdruck, einen grofen Einfluss auf die Kultivierung
hématopoetischer Zellen haben (vergleiche Abschnitt 2.5.3 auf Seite 18). Nur mit einer
entsprechenden Mess- und Regelungstechnik ist eine Kultivierung mdglich, bei der die
physikalischen Parameter stabil in dem notwendigen engen Rahmen kontrolliert werden
kénnen.

Allerfimgs sind die einfachen Standardtechniken der Zellkultur so ausgereift, dass die
wesenthchep l?arameter, solange die Zelldichten nicht zu hoch werden, auch ohne Mess- und
ss K ltlen Schicen hervoraton. Do ovdit dos Beasr o e e
Kultivierungsdaten, die auf eine Austa. ];2 ei{ ’&rfi o der b‘l sher' vorgestellten

Die vielen pa,ralle,len Kultivierungen U‘%C &; elttl' y KulturSYSt?me hlnyvelsen. i
runcht, melchos Systen varummdio iirdzelgfn eu 1c‘h,h dass es zun‘achst keuten‘ Unterschied
Limitierungen der Zellen kommt. Eine E,JSO hedung & b s erheblichen Schédigungen oder

. ntscheidung fiber das zu verwendende System muss
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also anhand von anderen Randbedingungen getroffen werden. Die Vorteile der ungeriihrten
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-Féhigkeit und die schlechte Méglichkeit, die Kultur kontrolliert zu betreiben. Der in
dieser Arbeit entwickelte miniaturisierte Spinner bildet ein Bindeglied zwischen den unge-
rithrten Systemen und dem kontrollierten Bioreaktor. Er hat prinzipiell die gleichen Vor-
und Nachteile der ungeriihrten Systeme, ist aber wieder verwendbar und ermdglicht eine
geriihrte Kultur, mit der sich die Gefahr einer Sauerstofflimitierung verringert.

Der kontrollierte Suspensionsreaktor bietet ein grofes und flexibles Kulturvolumen in
einem einzelnen, geschlossenen Gefdf und die Mdoglichkeit der vollstindig kontrollierten
Kultivierung. Letzteres kann dann insofern auch nachteilig sein, da es naturgemif das
System komplexer in der Handhabung macht und ein gewisses Ma® an Wartung erfordert,
da es sich um kein Einwegprodukt handelt.

In diesem Rahmen muss fiir jede Anwendung genau abgewogen werden, welche Anforde-
rungen die Kultivierung stellt und welche besonders personellen Moglichkeiten bestehen.
Danach gilt es, ein passendes System zu wéhlen. Grundsétzlich scheint dabei in der klini-
schen Praxis die Tendenz zu herrschen, eher ein schlechteres Kulturergebnis zu akzeptieren,
wenn dafiir 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 durchgefithrten Kulturen mit Daten aus
der Literatur ist sehr schwierig. In Abschnitt 2.5.3 auf Seite 18 wurde bereits die grofe
Variabilitit der beschriebenen Kulturbedingungen besprochen. Sinnvolle Vergleichsdaten
kénnen nur aus siebentégigen Kultivierungen stammen, die von CD34%-Zellen aus Na-
belschnurblut ausgegangen sind und mit serumfreiem Medium gearbeitet haben. Diesen
Anspriichen geniigen einzig zwei Untersuchungen von KOGLER, der die Zellen in handel'sﬁb-
lichen Spinnern beziehungsweise in Gewebekulturplatten mit 96 Vertiefungfzn expa,ndlert.e
[112, 113]. Vergleicht man, wie in Abbildung 8.22 auf der néchsten Seite, .d1ese Daten mit
den erreichten Expansionen der vorliegenden Arbeit, erkennt man, dass die Werte aus der
Literatur einen deutlichen Unterschied zwischen dem geriihrten und ungeriihrten 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 ftat.lschen
Kultur gleichzusetzen. Letzteres wird auch durch die Tatsache gestiitzt, das§ aqu1valer.1-
tes Wachstum der Zellen in gerithrter und statischer Kultur fiir die Systeme dieser f&rbelt
nachgewiesen worden ist. Es kann vermutet werden, dass die Spinnerkulturen von KOGLER
eine systematische Schwéche hatten. . .

Allein eine Vermehrung der LTC-IC ist im Suspensionsreaktor bisher noch n1chf; nach-
gewiesen. Wie oben bereits gezeigt, ist diese Tatsache in Anbetracht der nachgewiesenen
MRC aber von untergeordneter Bedeutung. .

Die Daten von KOGLER stellen einen Mittelwert aus sieben Versuchen d.ar. Eine so grofie
Anzahl von Experimenten fiir eine einzelne Versuchsbedingung. ist fur die neuen Kultur-
systeme aus dieser Arbeit noch nicht durchgefiihrt worden. Dle“ gez.elgt;en Daten steller}
daher jeweils die maximal erreichten Werte dar. Es ist selbstverstandlich denkba'r,‘dass bei
einer groferen Zahl an Wiederholungsversuchen ein Mittelvvert“nacp u1.1ten korrlg;?:t wer-
den muss. Unabhéngig von diesen Uberlegungen muss man beriicksichtigen, dass KOGLER

ein anderes Medium (Myelocult H5100) und insbesondere eine andere Zytokinkombination

(FL, SCF, IL-3) verwendete. Der hier durchgefithrte Vergleich ist demnach zwar mdglich,

aber es differieren wesentliche Parameter stark, so dass keine absoluten Aussagen getrojfen
werden kénnen. 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 ebenbiirtig sind.

Fiir 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 Msuse 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 MOBEST und
Mitarbeitern bei statisch kultivierten Zellen maximal 10 % der Repopulationsfshigkeit im
Vergleich zum Inokulum erhalten bleiben [176]. Andere Autoren konnten nach einwdchiger
Kultur keine Féhigkeit 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-M#usen nachgewiesen werden [67]. Allerdings wurde in 8 von
13 transplantierten Mé&usen {iberhaupt keine Repopulierung festgestellt, oder die Mause

sta,rberf vor Ablauf der sechswdchigen Versuchszeit. In den Versuchen dieser Arbeit zeigten
alle M3use eine Repopulierung und keine Maus verstarb vorzeitig.

8.2 Kultivierung ausdifferenzierter Zellen am Beispiel der T-Lymphozyten

Neben der Expansion der frithen himatopoetischen Zellen ist auch die Generierung einer
grofen Zahl ausdifferenzierter Zellen von klinischer Bedeutung. Als beispielhafte Anwen-
dung des neuen Suspensionsreaktors wurde die Expansion von humanen T-Lymphozyten
gewahlt. Die T-Lymphozyten nehmen im Rahmen von Immuntherapien eine Schliisselstel-
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Tabelle 8.7: Die Parameter der Kultivierung von T-Lymphozyten

Zellen: MNZ aus peripherem Blut

Medium: RPMI 1640 + 10 % hitzeinaktiviertes FCS + 100 U/mr IL-2
Kultursystem: perfundierter Suspensionsreaktor und 20 L-Riihrkessel
Kulturdauer:  456h

Inokulum: 2,6 - 107 Zellen

lung ein (vergleiche Abschnitt 2.4.3 auf Seite 14). Bei richtiger Stimulation kénnen sie sich
um sieben bis acht Zehnerpotenzen vermehren [87]. Diese Expansionsfahigkeit ist wesentlich
hoher als die der hamatopoetischen Progenitorzellen. Im Gegensatz zu der Kultivierung
der Vorlduferzellen konnen dadurch die Vorteile eines perfundierten Kultursystems zum
Tragen kommen.

Im Forschungsbereich sind statische Kleinstsysteme, wie Gewebekulturplatten, Stan-
dard. Fiir die klinische Anwendung werden aber grofe Zellzahlen bend&tigt, die nur in Re-
aktoren mit mehreren Liter Volumen hergestellt werden konnen (vergleiche Abschnitt 2.5.4
auf Seite 23). Der perfundierte Suspensionsreaktor schlieft die Liicke zwischen den beiden
Systemen. Der Reaktor hat dabei den Vorteil, dass er einerseits schon in sehr kleinen Vo-
lumina eine kontrollierte Kultur erméglicht, wie sie ansonsten erst in einem Grofisystem
durchgefithrt werden kénnte, andererseits kann man mit nur einer Zwischenkultivierung
von einem Kleinstsystem in einen 20 L-Riihrkessel gelangen. Durch die grofie Expansions-
moglichkeit der Zellen ist ein mehrfaches Umsetzen der Kultur in Systeme steigender Grofke
nicht notwendig.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Kultivierung! ging von MNZ aus peri-
pherem Blut aus. Von diesen Zellen trugen etwa 60 % das Oberflichenmolekiil CD3, das
allgemeine Merkmal der T-Lymphozyten. 38 % der gesamten Zellen gehdrten zu den CD47-
Lymphozyten (T-Helferlymphozyten), 18 % zu den CD8"‘—Lymphozyt<?n (zytotoxische T-
Lymphozyten). Die grundlegenden Parameter der Kultivierung sind in Tabelle 8.7 dar-
gestellt. Vor der Expansion der Zellen wurden die Lymphozyten aktiviert. ]?azu w.u.rc'len
die Zellen fiir vier Tage in einer Gewebekulturflasche zusammen mit einem immobilisier-
ten monoklonalen anti-CD3-Antikérper und einem 13slichen monoklonalen Antikdrper ge-
gen CD28 inkubiert. Diese Art der Anregung ist unspezifisch, weshalb ein grofer Teil der
Lymphozyten angesprochen wird [87]. _ .

Nach dieser Stimulierung der Zellen, wéhrenddessen die Zellen nicht nenr;enswe.rt prolife-
rieren, wurde der neue Suspensionsreaktor mit einer Zelldichte von 3,8 - 10° ¢/mL in 100 mL
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 néchsten Seite dargestellt.
Wegen der unmittelbar einsetzenden starken Prolifera,ti(?n der Zellen wurde bereits na:ch
24 h begonnen, das Kulturvolumen zu erhdhen. Die Entw1c.1.<lung des Kfllturvoilumens. zeligt
Abbildung 8.24 auf Seite 135. Ziel der ersten Volumenerhol}ung war ein t.urbldostzitlsc er
Betrieb mit einer Zelldichte von 9 - 10° ¢/mL. Nach dem Erreichen deg mamma}len Fulilv.olu-
mens von 550 mL wurden die Zellen bis zu einer Dichte von 4,9 - 10° ¢/mL 'Wel"cerkultmer’?.
Der Reaktor ist damit nicht an seiner Leistungsgrenze angekommen, womit die Zellgn k*fl'
nen Limitierungen unterlagen. Dadurch sollte eine lag-Pha}se nach dem Umsetzten in ein
groferes System vermieden werden. Die Zellen wurden stgrll aus dem System en no?‘n;a;n
und in einem Volumen von 5L in den 20 L—Riihrkessel"mokuhert. Die Inokulums 1§ 1}§
betrug 4,6 - 10% ¢/mL. Der Riihrkessel ist mit keiner Zellriickhaltung ausgestattet, wesha.
ammenarbeit mit ULRIKE HILBERT durchgefiihrt, die
en zur Verfiigung gestellt hat.

'Die Kultivierung in den Reaktoren wurde in Zus
auch freundlicherweise die Daten der Batch-Kultur
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Abbildung 8.23: Expansion der MNZ bei der Lymphozyten-Kultivierung

kein perfundierter Betrieb mdoglich ist. Daher wurde im weiteren Verlauf der Kultivierung
eine nutristatische Betriebsweise gewihlt. Durch gezielte Zugabe von Frischmedium, also
einem Fed-Batch-Verfahren, konnte die Glukose-Konzentration konstant gehalten werden.
Der Riihrkessel wurde bis auf ein maximales Volumen von 20 L gefiillt. Insgesamt konnte
so eine Gesamtzahl von 2,9 - 1010 Zellen erreicht werden.

Wie bei den hidmatopoetischen Vorlduferzellen 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 nichsten Seite zeigt das Ergebnis der durchflusszytome-
trischen Analyse der Oberflichenmarker zur jeweiligen Kulturzeit. Man erkennt, dass der
Anteil der CD3%-Zellen, also der T-Lymphozyten, durch die Stimulierung von 60 auf iiber
90 % gesteigert und wéhrend der Kultur auf einem hohen Niveau von iiber 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 CD3TCD8%- und die
CD3*-Zellen eine dquivalente Vermehrung wie die Gesamtzellzahl, also die MNZ aufweisen.
Einzig die CD37CD4%-Zellen werden geringer expandiert. Die Kultivierung in der vorlie-
genden Form ist demnach besonders fiir die zytotoxischen CD8*-T-Lymphozyten geeignet.
Der Grund hierfiir liegt, wie schon bei den Progenitorzellen, in der Medienzusammenset-
zung, zusatzlich aber auch in der Art der Zellaktivierung.

Ebenso wichtig wie die Art der Zellen ist deren Funktionalitit. Am Ende der Kultivierung
wurde daher ein Zytotoxizitéts Assay durchgefiihrt, dessen Ergebnis in Abbildung 8.27 auf
Seite 137 dargestellt ist. Wihrend die Zielzelle K-562 gut lysiert wird, wird die Raji-Zelllinie
nur geringfiigig angegriffen. Daraus kann zunéchst auf die grundsétzliche Zytotoxizitét der
Zellen geschlossen werden. Der Grund fiir die fehlende Wirkung auf die Raji-Zellen ist
nicht offensichtlich. Es muss beriicksichtigt werden, dass die eingesetzten Effektorzellen
eine Mischung verschiedener Subpopulationen waren und vor der Durchfiithrung des Tests
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Abbildung 8.24: Verlauf des Kulturvolumens bei der Kultivierung von T-Lymphozyten im neuen
Suspensionsreaktor und im 20 L-Riihrkessel
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Abbildung 8.25: Anteil der OD3"-Zellen wihrend der Kultivierung von T-Lymphozyten
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Abbildung 8.26: Expansion verschiedener Subpopulationen wihrend der Kultivierung von T-
Lymphozyten

eine Zeit kryokonserviert wurden. Fiir eine differenzierte biologische Erkldrung miissten die
Subpopulationen isoliert und jeweils direkt auf ihre Zytolyse-Féahigkeit untersucht werden.
Eine intensive Untersuchung ist aber erst bei einer konkreten Anwendung sinnvoll.

Prinzipiell hatte die Kultivierungstechnik keine erkennbaren negativen Einfliisse 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-
Riihrkessel, bestétigt die gute Verwendbarkeit der Kulturgefife. Vergleicht man die im
perfundierten Suspensionsreaktor erreichte Zelldichte von 4,9 - 10% ¢/mL und den Verlauf
der Kultivierung bis zu diesem Zeitpunkt mit den Ergebnissen der Zelllinie KG-1, so ist es
wahrscheinlich, dass auch fiir die T-Lymphozyten Zelldichten im Bereich von 1 - 107 ¢/mL
erreicht werden konnen.

Fiir den Fall einer spezifischen Vermehrung von T-Lymphozyten war in Abschnitt 2.5.4
auf Seite 23 eine minimale Gesamtzellzahl von 1 - 10° gefordert. Schon die tatséchlich
erreichte Zellzahl im perfundierten Suspensionsreaktor betrug 2,7 - 10%, bei der theore-
tisch maximalen Zelldichte wéren sogar 5,5 - 10° 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 wire eine inte-
ressante Fragestellung, ob die Stimulierung der Zellen ebenfalls in dem Suspensionsreaktor
erfolgen kénnte. Damit wire der gesamte Prozess in einem geschlossenen System mdoglich.

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 leistungsféhiges System ist, um in
einem Schritt vom Labormafstab in die notwendigen Grofsysteme zu gelangen. Da so
weniger Systemwechsel wéhrend 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 Zytotoxizitats Assay als Funktion des Verhélt-
nisses von Ziel- zu Effektorzelle

Die T-Lymphozyten zeigen auch eine deutliche Reaktion auf die kontinuierliche Fiit-
terung, die durch die kontrollierten Reaktoren ermdglicht wird. Bei den iiblichen Batch-
Kultivierungen wird nach dem Prinzip der periodischen Batch-Kultur verfahren. Jeden Tag
wird die Hailfte der Zellsuspension aus dem Kulturgefdf entnommen und durch frisches
Medium ersetzt. Bei Kultivierungen fiir Forschungszwecke wird die entnommene Zellsus-
pension verworfen, bei der Produktion fiir die praktische Anwendung wird sie aquivalent
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 fiir die Stimulierung 15 Tage. Es wéren also theoretisch bis zu
214 Kultursysteme notwendig gewesen.

Eine weitere Auswirkung der diskontinuierlichen Fiitterung in den Batch-Kulturen ist ei-
ne grofe Schwankung der Konzentration der Substrate iiber die Kulturzeit. Abbildung 8.28
auf der nschsten Seite zeigt beispielhaft den Verlauf der Glukose-Konzentration einer sol-
chen Kultivierung in einem handelsiiblichen Spinner. Die Kultur wurde nach dem gleichen
Protokoll wie die oben beschriebene durchgefiihrt.

Durch die starke Proliferation nehmen die Substrat-Konzentrationen schnell ab, um
durch die Fiitterung unvermittelt wieder anzusteigen. Die Glukose dient hier nur als Bei-
spiel. Alle Substrate sind dieser Entwicklung mehr oder weniger stark un'tgrworfen. Es kann
dabei nicht ausgeschlossen werden, dass es kurzfristig zu Substratl‘imltlerungen ko.mm.t.
Umgekehrt entfernt man mit der Erneuerung des Mediums aut.okrme Fa:ktor‘en, die die
Zellen produziert haben. Das Ergebnis dieser uneinheitlichen Bedingungen ist ein ebfanfalls
stark schwankendes Wachstum der Zellen. In Abbildung 8.29 auf der néichsten Seite ist der
Verlauf der Wachstumsrate der Spinnerkultur gezeigt. .

Bei der kontinuierlich gefiitterten Kultivierung im Suspensionsreal‘dor und im 20L-
Riihrkessel kam es zu keinen Schwankungen der Substrat-Konzentrationen. Wie in A'b-
bildung 8.30 auf Seite 139 zu erkennen ist, sank die Konzentration zundchst ab. Dies ist



138 8. Kultivierung primérer Zellen

2,0

1,8 T

1,6

14

-

0,8

0.6

Glukose-Konzentration [g/L]

04

0,2

0’0 T T T I T T T T

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Zeit [h]

Abbildung 8.28: Der Verlauf der Glukose-Konzentration bei einer diskontinuierlich gefiitterten
Spinnerkultur von T-Lymphozyten
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Abbildung 8.29: Der Verlauf der Wachstumsrate bej
kultur von T-Lymphozyten

Wachstumsrate  [1/h]

-0,01

einer diskontinuierlich gefiitterten Spinner-



8.2. Kultivierung ausdifferenzierter Zellen am Beispiel der T-Lymphozyten 139

2,0
1,8 L

1,6 \ ‘\Av/\o/""
1,4

1,2 \
1,0
0,8 \O

0,6

Glukose-Konzentration [g/L]

0,4

0,2

0,0 T T T T
0 100 200 300 400 500

Zeit [h]

Abbildung 8.30: Der Verlauf der Glukose-Konzentration bei der kontinuierlich gefiitterten 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 Riihrkessel, der nutristatisch mit Glukose als Leitsubstrat betrieben
wurde. Ab dem Inokulum des Riihrkessels 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 néchsten Seite, die zwar kontinuierlich sinkt, aber keine Schwan-
kungen wie bei der Batch-Kultur zeigt. Das allgemeine Absinken der Wachstumsrate, das
unabhsngig von der Fiitterungsart zu beobachten ist, ist eine Folge der langsam abklingen-
den Stimulierung. Hier gibt es Versuche, durch eine Restimulierung die volle Proliferations-
Fihigkeit wihrend der Kultivierung wiederherzustellen (zum Beispiel [206]).

Es mag auffallen, dass in der Batch-Kultivierung die Zellen wesentlich linger proliferieren
und auch die Wachstumsrate ein leicht hoheres Niveau hat. Man darf hier aber keine direkte
Schlussfolgerung besziiglich der Betriebsweise oder der Fiitterungstaktik ziehen. Vielmehr
handelt es sich bei den T-Lymphozyten auch um Primérmaterial, das starke Spendervaria-
bilititen aufweist. Fiir eine wertende Aussage miissten wie bei den Vorlauferzellen parallele
Kultivierungen mit den unterschiedlichen Strategien durchgefiihrt werden. Die \'forliegen.de
Kultivierung in den Reaktoren hat eine prinzipielle Moglichkeit dazu aufgewiesen. Eine
Prozessoptimierung erfordert weitere Versuche.

Ein erster Hinweis kann aber gegeben werden.

aus dem neuen Suspensionsreaktor entnommen u ( :
Diese wurde an den Reaktor angepasst taglich gefiittert. Die resultierende Wachstumsrate

ist ebenfalls in Abbildung 8.31 auf der nichsten Seite dargestellt. Das .éiquivalente Waf:hs-
tum beider Kultivierungen ist deutlich zu erkennen. Dies weist darauf hin, dass es zu keiner
Beeintrichtigung der Zellen bei der Kultivierung im 20 L-Riihrkessel kommt.

Am Tag 9 wurde eine kleine Zahl an Zellen
nd in eine Gewebekulturflasche iiberfiihrt.
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Abbildung 8.31: Der Verlauf der Wachstumsrate bei der kontinuierlich gefiitterten Kultivierung
von T-Lymphozyten in kontrollierten Reaktoren



KAPITEL 9

NK-92 - Ein Beispiel fiir eine klinische Anwendung

In einer Zusammenarbeit der Klinik fiir Pédiatrische Hamatologie und Onkologie der Jo-
hann Wolfgang Goethe-Universitdt Frankfurt am Main, dem Institut fiir Transfusions-
medizin und Immunh&matologie 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 ez vivo eine sehr potente Zelllinie ist, die gegeniiber einer grofen Zahl von Tumor-
Zelllinien und priméren Tumoren starke zytotoxische Fahigkeiten 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 Leuk&mie, chronischer
myeloischer Leukimie, 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 Riickfall gekommen,
oder es haben herkémmliche Behandlungsformen versagt. Den Patienten werden NK-92
Zellen verabreicht, die fiir eine Wachstumsarretierung mit 10 Gy bestrahlt wurden.

In der Phase I einer klinischen Studie wird die Vertréiglichkeit der therapeutischen Maf-
nahme gepriift, 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%, 3 - 10° beziehungs-
weise 5-10% ¢/m? Korperoberfische innerhalb einer Stunde intravends injiziert. Ein Kind.besitzt
eine Kérperoberfliche von etwa 1 m?2, ein Erwachsener von ungeféhr 2m?. Wird die erste
Infusion gut toleriert, wird zwei Tage spater die gleiche Menge Zellen noch einmal verab-
reicht.

Die maximale Dosis, die in der Phase I als vertréglich eingestuft werden kann, W%I‘d
in der Phase Il angewandt. Hier sollen zunéchst 17 Patienten behandelt werden. Wird
bei mehr als drei Patienten eine therapeutische Wirkung, das heiftt eine Verringerun"g dfar
Tumormasse, beobachtet, wird dieser Effekt den NK-92 zugerechnet. Die P-hz'we IT wére in
diesem Fall erfolgreich abgeschlossen. Die detaillierte Beschreibung der klinischen Studie
in Form des Studienprotokolls befindet sich in Kapitel H auf Seite 21.3.. R

In einer zweiten, parallelen klinischen Studie, in der statt der K{mlk fiir Padlat%usche
Himatologie und Onkologie, die Klinik III, Abteilung fﬁr‘ Hémat:({logl‘e und.Onkc')logle d;;’
Johann Wolfgang Goethe-Universitdt Frankfurt am Main b.etelh'gt ist, 'wn"d die NK- )
bei erwachsenen Patienten eingesetzt. Diese Studie verlguft identisch m}t de? Studie fur
Kinder und Jugendliche, mit Ausnahme der hochsten eingeset.zten Dosis. Diese bgt}rla'gt
statt 5 - 109, 1 - 100 ¢/m? Korperoberfiiiche. Das ausfiihrliche Studienprotokoll findet sich in

Kapitel I auf Seite 227. . s
e o linischen Studien ist die sichere Produktion der bendtigten

Grundvoraussetzung der k ; . 1
i i ist ei s olichst hohe Zelldichte. Die Infusion der Zellen kann
Zellzahl. Das Ziel dabei ist eine moglc folgon. Nach des Kultivierung der

selbstverstandlich nur in einem relativ kleinen Volumen e? \ . X
Zellen sind daher Aufarbeitungsschritte, wie beispielsweise Zentrifugation, notwendig, um

eine Volumenreduktion zu erreichen. Je hoher die Zelldichte in der Kultt-lr ist, meso lg)er}ntge;
ist der notwendige Aufwand bei der Aufarbeitung. Die verfahrenste§hmsche uigabe 15t €
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

9.1 Die Optimierung der NK-92 Kultur

Die Zelllinie NK-92 wichst nicht serumfrei. In der klinischen Anwendung ist der Einsatz
von tierischen Seren aber nicht empfehlenswert. Um eine maximale Prozesssicherheit zu
gewéhrleisten, wird im Rahmen der klinischen Studie X-Vivo 10 mit 5% hhiQ-Plasma
verwendet. Zusétzlich muss das Medium mit 100 U/mL IL-2 erginzt werden. Die gleiche
Menge IL-2 wird wahrend der Kultivierung alle drei Tage frisch zugegeben.

Eine Batch-Kultivierung unter diesen Bedingungen, also ohne Mediensupplement, in ei-
nem handelsiiblichen 250 mL-Spinner ist in Abbildung 9.1 dargestellt. Die maximal erreich-
te Zelldichte betréigt 7 - 105 ¢/mL. Es ist unwahrscheinlich, dass die Limitierung der Kultur
bei dem Zytokin liegt, da dieses wihrend der Kultur wie beschrieben supplementiert wur-
de. Eine Sauerstofflimitierung ist bei einer so niedrigen Zelldichte ebenfalls auszuschlieRen.
Daher ist eine niedermolekulare Limitierung oder Inhibierung wahrscheinlich.

Die Medienanalytik zeigt deutlich die mdglichen Limitierungen. In Abbildung 9.2 auf
der néchsten Seite ist der relative Konzentrationsverlauf der kritischen Stoffe dargestellt.
Interessanterweise handelt es sich um Glutamin, Serin und Asparagin, die Aminosiuren,
die schon bei den priméren himatopoetischen Zellen limitierend waren. Zusétzlich sank
auch die Glukose-Konzentration deutlich ab. In den weiteren Kultivierungen wurde das
Medium deshalb mit Aminoséuren und Glukose supplementiert. Das Supplement ergénzt

das Medium um 1,5 mmol/1, Glutamin, 1,5mmol/y, Serin, 1mmol/y, Asparagin und 2&/L Glu-
kose. Zusitzlich zu dem Supplement wurde bei allen folgenden Kulturen das Medium mit
1000 U/mL IL-2 versetzt, bei gleichbleibender regelméRiger Nachfiitterung des Zytokins. Ei-
ne Batch-Kultivierung mit dem auf diese Weise verbesserten Medium zeigt Abbildung 9.1.
Die Zelldichte erreicht 1 - 10 ¢/mr und konnte demnach um liber 40 % gesteigert werden.

Fiir 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 wah-
rend der Batch-Kultivierung der Zelllinie NK-92

Limitierung durch Aminoséuren oder Glukose. Bei der supplementierten Kultur fallt aber
besonders deutlich das starke Sinken des pH-Wertes des Kulturmediums auf. Dieses wird
durch eine hohe Laktatbildung verursacht, die eine Laktat-Konzentration {iber 30 mmol/r
zur Folge hat. Es kann also eine Laktatinhibierung vermutet werden.

Um diese Moglichkeit zu untersuchen, wurde eine parallele Kultivierung durchgefiihrt,
bei der neben einer iiblichen Kultur in drei Kulturen schon zu Beginn Laktat im Medium
vorgelegt wurde. Die Konzentrationen betrugen 10, 20 und 30 mmol/r,. Abbildung 9.3 auf
der nichsten Seite zeigt den Verlauf der Laktat-Konzentration iiber den Kulturzeitraum.
Deutlich zu sehen ist, dass die Hohe der Laktat-Konzentration keinen Einfluss auf den
Stoffwechsel der Zellen hat. Auch die Verliufe der Zellzahl und der Glukose-Konzentration
waren identisch. Da bei diesem Versuch eine Laktatkonzentration von beinahe 55 mmol/,
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 ausschlieRen. Dieser Versuch zeigt dartiber hinaus, dass die Zellen einen
energetisch sehr ungiinstigen Stoffwechsel haben. Im Durchschnitt werden 1Mol Glukose
in 1,85 Mol Laktat umgewandelt. Uber 90% der Glukose gelangen also nicht in den Zi-
tratzyklus. Diese erhohte Laktatproduktion ist eine typische Eigenschaft von Tumorzellen
[105, 288].

Eine Limitierung konnte auc
Nachdosierens belegt wird [68].
dies zwar verhindern, wegen der entscheiden

h durch IL-2 entstehen, was durch die Notwendigkeit des
Die Erhohung der IL-2 Konzentration auf 1000 U/mL sollte
den Rolle des IL-2 wurde der Konzentrations-

verlauf aber trotzdem nachgepriift. Es zeigte sich, dass IL-2 in der Batch-Kult.ur’ gchnell
verbraucht wird und somit eine potentielle Limitierung darstellt. Gegen d.ie L1m1t1er}1ng
spricht aber die Tatsache, dass ein Nachdosieren bei der maxi}nalen Zglldmhte zu keme.r
relevanten Steigerung der Zelldichte fiihrt. Diesen Fall verdeutlicht Abbildung 9.4 alff Sei-
te 145. Die Konzentrationen des IL-2 sind das Ergebnis der ELISA Messungen. Fiir das
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Abbildung 9.3: Entwicklung der Laktat-Konzentration wihrend der Batch-Kultivierung der Zell-
linie NK-92 bei unterschiedlichen Mengen vorgelegten Laktats

verwendete IL-2 gilt 1Unit = 25pg. 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 —3-104rg/(c- 1), der gleiche
Wert, den man auch in einer proliferierenden Kultur beobachten kann.

Die genauen mechanistischen Vorgéinge, die durch IL-2 bei der Zelllinie NK-92 ausgeldst
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 wire denkbar, dass die Erhshung
der IL-2 Konzentration die Zellen so beeinflusst, dass auch der Zytokinbedarf erhdht 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 tiber die Art der Limitierung oder Inhibierung wurden nicht
durchgefiihrt. Stattdessen wurde im Folgenden eine perfundierte Kultur im neuen Suspen-
sionsreaktor etabliert. Diese Anwendung zeigt eine weitere mogliche 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 anschliefend in einem handelsiiblichen Suspen-
sionsreaktor verwenden zu konnen, ist dieses Vorgehen sinnvoll. Bei der NK-92 sprechen
Skonomische Griinde fiir die Prozessentwicklung in einem moglichst kleinen Kultursystem.
Die Medienkosten sind zwar deutlich niedriger als bei den priméren hdmatopoetischen
Zellen, trotzdem liegt der Literpreis mit zirka 150 DM etwa bei dem Zehnfachen eines
tiblichen Mediums fiir eine tierische Zelllinie. Fiir die Entwicklung eines perfundierten Pro-
zesses, der relativ hohe Mengen von Medien bendtigt, ist ein kleiner Reaktor vorteilhaft.
Dariiber hinaus ist die Eigenschaft des neuen Suspensionsreaktors, eine hohe Expansion

in einem geschlossenen System zu erméglichen, 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 stationdren Phase einer Batch-Kultur

In Abbildung 9.5 auf der niichsten 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 550 mL und
wurde mit einer Verweilzeit von 2,75 Tagen perfundiert und war dadurch nutristatisch.
Insgesamt wurde eine Gesamtzahl von 2,4 - 10° Zellen bei einer Zelldichte von 4,4 - 10° ¢/mL
erreicht. Die Limitierung lag wie schon bei der Zelllinie KG-1 in der Sauerstoffversorgung.
Die NK-92 hat mit 7,6 - 10~3 mgo./(10¢ - h) eine etwa doppelt so hohe zellspezifische Sauer-
stoffverbrauchsrate wie die KG-1, wodurch nur eine geringere Zelldichte méglich 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 néchsten Seite ist
der Verlauf der I1-2 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~ 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 endgiiltig ausgeschlossen werden.

Wie bei den T-Lymphozyten ist auch fiir die NK-92 Zellen die Funktionalitdt nach der
Kultivierung der entscheidende Parameter. Deshalb wurde dieses am Ende der perfundier-
ten Kultur in einem Zytotoxizitits Assay getestet. Das Ergebnis zeigt Abbildung 9.7 auf
Seite 147. Die K-562 und die Raji-Zielzellen werden von den NK-92 Zellen im gleichen MaRe
lysiert. Im Vergleich zu den Lymphozyten (Abbildung 8.27 auf Seite 137) ist die Lyseféhig-
keit der NK-92 deutlich hoher. Die Zellen, die fiir den Assay verwendet wurden, wurden am
Ende der Kultivierung, also aus einer Sauerstofflimitierung heraus, dem Reaktor entgom-
men. Damit waren die denkbar ungiinstigsten Bedingungen fiir die Untersuchung gewéhlt,
so dass aus dem positiven Ergebnis des Zytotoxizitits Assays geschlossen werfie.n k'a,nn,
dass die Zellen zu jedem Zeitpunkt einer perfundierten Kultivierung stark lysefahig sind.
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Abbildung 9.5: Verlauf der Zellkonzentration bei der Kultivierung der Zelllinie NK-92 in perfun-
dierter Kultur
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Abbildung 9.7: Anteil der lysierten Zielzellen im Zytotoxizitdts Assay als Funktion des Verhalt-
nisses von Ziel- zu Effektorzelle mit kultivierten NK-92 Zellen

9.2 Konstruktive Verdnderungen

Die Entwicklung des kontrollierten Suspensionsreaktors fand von Beginn an vor dem Hin-
tergrund der Anforderungen fiir klinische Kultursysteme statt (vergleiche Abschnitt 2.5.4
auf Seite 23). Fiir die Verwendung des Reaktors in der klinischen Studie mit der Zelllinie
NK-92 waren daher nur eine geringe konstruktive Anderung notwendig.

Da, die Probenahme iiber den dafiir vorgesehenen Stutzen ein Offnen des Reaktors er-
fordert, wurde ein neuartiges Probenahmesystem etabliert. Dieses gewihrleistet zu jedem
Zeitpunkt ein geschlossenes System, weshalb der Reaktor auch fiir die Probenahme nicht
unter eine sterile Sicherheitswerkbank gebracht werden muss, sondern die ganze Kulturzeit
an einem Ort verbleiben kann.

Dazu wurde statt des hohenverstellbaren 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 Geféfies. Auferhalb des Reaktors fiihrt
ein Schlauch zu einem 100mL Glasgefsf. Diese Verbindung ist mit einem schweiffbaren
Schlauch versehen. Fiir die Probenahme wird Zellsuspension in den Schlauch gezogen und
ein Stiick des gefiillten Schlauchs wird mithilfe eines SchlauchschweiRgerétes steril abge-
trennt. Die verbliebene Zellsuspension wird wieder in den Reaktor zuriickgefiihrt, wihrend
die Zellen aus dem abgeschweiften Stiick Schlauch als Probe fiir die weitere Analytik die-
nen.

Bei Bedarf kann an den Schlauch, dessen Lénge sich durch die Probenahmen mehr und
mehr verringert, ein neues Stiick steril angeschweift werden. So ist sichergestellt, dass trotz

des Lingenverlustes beliebig oft Probe genommen werden kann.
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Abbildung 9.8: Kultivierungen der Zelllinie NK-92 im klinischen Umfeld (Spriinge in den Kurven-
verldufen entstehen durch die diskontinuierliche Vergroferung des Kulturvolumens)

9.3 Kultivierungen im klinischen Umfeld

Im Rahmen der klinischen Studien werden die NK-92 beim Blutspendedienst Hessen kulti-
viert. Die dort etablierten Kulturtechniken sind Gewebekulturflaschen und Wannenstapel.
Beide Systeme ermoglichen ausschlieflich Batch-Kultivierungen. Die Kulturen werden da-
bei maximal bis zu einer Zelldichte von 5 - 10° ¢/mL betrieben. Bei einer angenomimenen
Koérperoberfléiche eines erwachsenen Patienten von 2m? betrigt die maximale Zelldichte
der Phase I 2 - 10%° Zellen. Dafiir benstigt man mit den Batch-Kulturen 40T, Kulturvolu-
men.

In perfundierter Kultur wére die gleiche Zellzahl in einem Volumen von etwa 1,1L er-
reichbar. Als Unterstiitzung der Kulturen im Wannenstapel wurde der neue Suspensionsre-
aktor beim Blutspendedienst Hessen etabliert. Fin einzelner perfundierter Reaktor ersetzt
nicht vollstindig die Batch-Kultivierung. Die Verwendung des Reaktors ist aber aus zwei
Griinden sinnvoll. Erstens ist es zu Beginn empfehlenswert, als Vorsichtsmafinahme nur
einen Teil der verabreichten Zellen aus dem neuen System zu verwenden. Zweitens kann
die Handhabung eines perfundierten Systems in einem Stadium der Anwendung eingeiibt
werden, in dem noch die herkdmmliche Batch-Kultivierung notfalls ausreichende Zellzah-

len liefern kann. Dariiber hinaus kann ein weitergehender Scale-
zu der klinischen Etablierung erfolgen.

Es wurden zwei unabhéingige perfundierte Kultivierungen beim Blutspendedienst durch-
gefithrt. Die Verldufe der Zelldichten zeigt Abbildung 9.8. Beide Kultivierungen wurden
identisch zu der oben beschriebenen durchgefiihrt. Das Volumen beim Inokulieren betrug
jeweils 100mL und wurde in der ersten Kultur in einem Schritt auf 550 mL erhsht, in
der zweiten Kultur in drei Schritten. Die erreichten Zelldichten betrugen 4 - 108 ¢/mL und
1,79 - 10% ¢/mL. In beiden Fllen kam es zu keinen Betriebsstérungen.

Die beiden Kultivierungen wurden nach einer Einfiihrung und anfinglicher Anleitung
von Mitarbeitern des Blutspendedienstes Hessen eigenstéindig durchgefiihrt. Fiir den Rou-

up des Prozesses parallel
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Abbildung 9.9: Verlauf der Gesamtzellzahl der Zelllinie NK-92 vor der Transplantation

tineeinsatz einer solchen Technik sind geregelte Handlungsablsufe und eine genaue Doku-
mentation erforderlich. Daher wurde fiir den Betrieb des neuen Suspensionsreaktors fiir
die Kultivierung der Zelllinie NK-92 eine Standardarbeitsanweisung verfasst (Kapitel J
auf Seite 241). Sie bildete auch die Grundlage fiir die beiden Kultivierungen im klinischen

Umfeld.

9.4 Klinische Anwendung

Im Rahmen der Phase I der Studie fiir 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 iiblichen Wannenstapeln einem Patienten
transplantiert. Die Kultivierung im Reaktor wurde Aquivalent zu den vorangegangenen
gemi® der SOP durchgefiihrt. 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. 5

Abbildung 9.9 zeigt den Verlauf der Gesamtzellzahl. Das Inokulum betrug 4 - 10° Zellen
in 200 mL Medium. In den ersten 350 Stunden wurde das Kulturvolumen auf 500 mL er-
héht. Danach blieb die Kultur konstant bei diesem Volumen. Nach 570 und 1100 Stunden
wurde 250 beziehungsweise 300 mL Zellsuspension aus dem Reaktor abgeerr.ltet und durch
Frischmedium ersetzt. Die abgeernteten Zellen wurden verworfen. Durch dieses Vorgehen
konnte die Kultur problemlos iiber die sehr lange Gesamtkultu.rd.auer von 6§ ’I'ag.en' auf-
rechterhalten werden, ohne dass die Kultur limitiert oder inhibiert war. Die nrfmlma.le
Glukose-Konzentration betrug 2,88/L, die Laktat-Konzentration lag zu jeder Zeit unter
19 mmol/L. o o '

Die Méglichkeit, die Kulturzeit beliebig zu verldngern, ist 1m l'ihmsch?n Einsatz rc?levant,
da sich so die Kultur nach den Bediirfnissen des Patienten ausrichten lasst. Der Zeitpunkt
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der Zellernte fiir die Transplantation kann gegebenenfalls problemlos verschoben werden.

Nach 1553 Stunden wurde der Reaktorinhalt vollstindig abgeerntet. Dazu wird an den
Probenahmeschlauch ein handelsiiblicher 500 mL-Blutbeutel steril angeschweifit. Die Zell-
suspension kann dann ohne Einsatz von zellschéddigenden Pumpen in den Beutel geleitet
werden. Nachdem der Beutel abgeschweifft wurde, konnen die Zellen unabhingig vom Re-
aktor weiterverarbeitet werden.

Die Préparation der Zellen aus dem Reaktor erfolgte zusammen mit den Zellen aus den
Wannenstapeln, die ebenfalls in 500 mL-Blutbeutel iiberfithrt worden waren. Alle Arbeiten
wurden im Produktionsbereich des Blutspendedienstes durchgefiihrt. Dabei wurden Arbei-
ten an offenen Behéltnissen unter Bedingungen der Reinraumklasse 100 (gem#f US Norm
US Federal Standard 209 E) und Arbeiten mit geschlossenen Systemen unter Bedingungen
der Reinraumklasse 10 000 durchgefiihrt.

Die Beutel mit den Zellsuspensionen wurden zentrifugiert, der zellfreie Uberstand ab-
genommen und verworfen. Bei dem Uberstand des Beutels aus dem Reaktor wurde zuvor
eine zusitzliche 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 fiir die Zellzahlbestimmung, sowie Riickstellproben entnommen.

Der Patient, der diese Zellen transplantiert bekam, ist ein 25jshriger Mann der unter
einem Hirntumor leidet. Die angestrebte Dosis betrug 3 - 10° ¢/m? Ksrperoberfiche, wobei der
Patient eine Kérperoberfliche von 1,44 m? hat. Aus dem Beutel mit dem Produkt wurden
demnach nur 4,32 - 10° Zellen benétigt, die in 240 mL enthalten waren. Die iiberschiissige
Zellsuspension wurde in einen separaten Beutel iiberfiihrt und fiir Forschungszwecke wei-
terverwendet. Die Zellen wurden dem Patienten in 1,5 Stunden intravends 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 primére Zielsetzung der klinischen Phase
I erfiillt. 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
fiir den Therapieansatz darstellt. Solange die Blut-Hirn-Schranke in ihrer Funktion durch
den Tumor nicht beeintriichtigt ist, sind die malignen Zellen fiir 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 fiir den sinnvollen
Einsatz der hier entwickelten Kultursysteme zu. Daneben bietet sich auch eine Mdglichkeit
fiir eine Aussage, welche Strategie weniger sinnvoll ist.

Im Bereich der Kultivierung himatopoetischer Zellen spielt die griindliche Versuchspla-
nung eine iiberdurchschnittlich grofe Rolle. Durch die hohen Medienkosten, den grofen
manuellen Aufwand, den die Analytik der Experimente erfordert, und die sehr begrenz-
te Zah) verfiigbaren Spendermaterials ist aus dkonomischen und praktischen Griinden die
Zahl der méglichen Versuche sehr begrenzt. Dariiber hinaus unterliegen gerade die Experi-
mente mit Primérmaterial einer hohen Spendervariabilitit und sind daher oft nur schwer
mit anderen Versuchen vergleichbar. Es miissen deshalb vor jedem Experiment unbedingt
die folgenden Fragen iberdacht werden:

e Was ist das genaue Versuchsziel? Welche Subpopulation soll expandiert werden?
Stimmt die Kulturdauer mit der maximalen Expansion der untersuchten Subpopula-
tion iiberein?

e Ist der Einsatz einer Modellzelllinie moglich?

e Gibt es die Mdglichkeit, die eingesetzten Mengen an Medium und Zellen zu reduzie-
ren?

e Ist die Vergleichbarkeit des potentiellen Versuchsergebnisses gewéhrleistet? I.st cf,in
Standard beziiglich des Kultursystems, des Mediums und der Zytokinkombination im
Experiment (eventuell auch ein Zellstandard) integriert?

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kénnen bei der Beantwortung Ifxehrerer d%eser
Fragen helfen. Zum einen konnte die Zelllinie KG-1 als Modellzelllinie fiir die suspendierte
und die immobilisierte Kultur etabliert werden. Zum anderen wurde zu J:edem der ent-
wickelten Reaktorsysteme eine beispielhafte Kultivierung durchgefiihrt. Die Al'lfgal?e der
Kultivierungen in dieser Arbeit, mit Ausnahme der Zelllinie NK-92, bestand n1cht‘: in der
Inen Kulturbedingungen, sondern in der Entwicklung

endgiiltigen Optimierung der einze Entwic
el ! ; dem Nachweis ihrer Funktionsféhigkeit und

der geeigneten Kultursysteme und -strategien,
dem Bereitstellen von Vergleichsdaten.

10.1 Weniger erfolgreiche Konzepte

weise ist in der Forschung selbstverstandlich. Die

folgenden kurz dargestellten Punkte sind deshalb in dem im vorher{gen Abscin1tftdarg<ia;
stellten Zusammenhang der fundierten Versuchsplanung zu sehen. Slfa stel.leclll. ns; ze ;:5‘5
einem negativen Ergebnis dar, die bei zukiinftigen Versuchen ehe}' eine niedrige leorZ

erhalten sollten. Dies bedeutet jedoch nicht, dass diese Konzepte n.mht bei einem in er du-
kunft erweiterten Wissensstand wieder sinnvoll sind und erfolgreich durchgefiihrt werden

kénnten.

Eine unvoreingenommene Herangehens
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Abbildung 10.1: Vergleich der auf den Mikrotrigern immobilisierten Zellzahl der Zelllinie M2-10B4
als Relativwert zum Inokulum

10.1.1  Wirbelschichttechnik

Die Verwendung eines Festbettreaktors war das zentrale Ergebnis der Dissertation von
SCHRODER [243]. Er zeigte, dass eine Kultivierung in einem Wirbelschichtreaktor nicht
mdglich ist. Die Wirbelschichttechnik béte Vorteile gegeniiber dem Festbett. Die Gradi-
entenbildung {iber die Betthohe, sowohl beziiglich der immobilisierten Zelldichte, als auch
des Sauerstoffpartialdruckes kann in einer Wirbelschicht leicht verhindert werden.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die Méglichkeit einer Kultivierung hima-
topoetischer Zellen in einer Wirbelschicht erneut iiberpriift. In einem parallelen Versuch
konnte die wachstumsarretierte stromale Zelllinie M2-10B4 im Wirbelschicht- wie im Fest-
bettreaktor dquivalent 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 SCHRODER beobachten
konnte.

Uber die Griinde dieses Zellverlusts kann nur spekuliert werden. Die Zellen immobilisie-
ren auch in der Wirbelschicht sehr gut, dhnlich wie es bei tierischen Zelllinien in diesem
Reaktortyp zu beobachten ist. Erst im Verlauf der Kultivierung 13sen sich die Zellen lang-
sam von den Trégern ab. Diese Tatsache lisst vermuten, dass die Ursache in der sich im
Laufe der Zeit ausbildenden extrazellulsiren Matrix zu suchen ist.

In orientierenden Voruntersuchungen zum Scherkréftecinfluss auf die stromalen Zellen
wurden diese auf Objekttragern immobilisert und definiert laminar iiberstromt. Es konnte
dabei beobachtet werden, dass sich ab einer gewissen Schubspannung die gesamte Extra-
zelluldrmatrix mit den Zellen wie ein Film vom Objekttriger abloste. Ahnliches konnte
auch auf den Mikrotrigern im Wirbelschichtreaktor geschehen, sobald die sich zunehmend
ausbildende extrazellulire Matrix Angriffspunkte fiir die Strémung bietet.
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Abbildung 10.2: Vergleich der Zellexpansion der Modellzelllinie KG-1 im Spinner und im Schiit-
telkolben

10.1.2 Schiittelkolben

Schiittelkolben sind ein Standardsystem in der mikrobiellen Fermentationstechnik. Fiir
die Zellkulturtechnik gilt aber iiblicherweise, dass eine Kultivierung von humanen oder
tierischen Zellen in Schiittelkolben nicht méglich ist. Die auftretenden Scherkréfte sind zu
hoch. Daher werden bis auf vereinzelte Ausnahmen [53] Schiittelkolben fiir Zellkulturen
nicht eingesetzt. )

Allerdings ist diese Meinung auch so verfestigt, dass keinerlei Uberpriifung stattfindet.
Bei der Kultivierung ganz neuer Zelltypen, wie den himatopoetischen Zellen, sollte man
aber auf keinen Fall auf eine Priifung verzichten. Unterstiitzt wird dies durch KAZANSKY,
der einen Schiittler entwickelte, mit dem er auch Zellen, und explizit Blutzellen, kultivieren
mochte [103]. .

Es wurden daher mit der Zelllinie KG-1 Versuche im Schiittelkolben durchgefiihrt, wozu
handelsiibliche 100 mL Erlenmeyer-Kolben mit 10 mL Kulturvolumen zum Einsatz kamen.
Als Referenz diente ein miniaturisierter Spinner mit 10mL Kulturvolumen und einer ]?reh—
zahl von 60 U/min, also den optimierten Bedingungen. Die Schiittelfrequenz des Schiittel-

kolbens betrug ebenfalls 60 U/min.
Der Verlauf der Expansionsrate i

tum der Zellen ist im Schiittelkolben deutli gert. ACHE, Cass d
Entwicklung von Beginn an zeigt, legt nahe, dass es sich nicht um eine Limitierung oder

Inhibierung handelt, sondern auf die erhdhten Scherkrii.fte zuriickzufiih_ren %st. Der volu-
menspezifische Energieeintrag im Schiittelkolben tiber die Aufenwand hegt' im gegen]is;ztz
zu dem des Spinners {iber den Magnetriihrstab bei gleicher Drehzal.ll x.vesenthch hohe1;{. Bine
Kultivierung bei halber Schiittelfrequenz, also verringertem Erierglfemtrag, b‘ra.chte einen
Vorteil. Ein Schiittelkolben ist kein geeignetes Kultursystem fiir himatopoetische Zellen.

n Abbildung 10.2 gibt ein eindeutiges Bild. Das Wachs-
ch verringert. Die Tatsache, dass sich diese
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10.2 Die Kultivierungsstrategie fiir himatopoetische Zellen

In der vorliegenden Arbeit ist deutlich geworden, dass die Auswahl des richtigen Kultursy-
stems bei der Kultivierung von humanen hématopoetischen Zellen sowohl nach biologischen
als auch nach Skonomischen Griinden 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 Zellfunktionalitat,
macht eine Losung anwendbar.

Die Grundentscheidung ist die Frage, ob die Kultivierung in einem immobilisierten oder
suspendierten System stattfinden soll. Bei Zellen, die in wvivo 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 friihen hé-
matopoetischen Zellen der Fall ist, ist die Entscheidung nicht eindeutig. Die Ergebnisse
dieser Arbeit haben gezeigt, dass die biologischen Griinde, insbesondere das Ausdifferen-
zierungsverhalten der Zellen, fiir die immobilisierte Kultur sprechen. Die Suspensionskultur
ist zurzeit aber in einer klinischen Anwendung bedeutend einfacher zu etablieren. Zusétz-
lich lassen sich in Suspensionskulturen die notwendigen physikalischen Kulturbedingungen
wesentlich praziser einstellen.

Die Voruntersuchungen in Kapitel 4 auf Seite 53 konnten den wichtigen Einfluss physika-
lischer Parameter fiir die Suspensionskultur verdeutlichen. Durch die Verweilzeitentkopp-
lung von Medium und Zellen im kontrollierten Suspensionsreaktor ist auch eine genaue
Steuerung der Substrat-Konzentrationen mdglich. Eine weitere Entkopplung von nieder-
molekularen Substraten und Zytokinen durch eine gezielte Riickhaltung der Wachstums-
faktoren ist aber nur wenig sinnvoll. Die Zytokine sind sowohl aus biologischen als auch
aus 6konomischen Griinden prozessbestimmend. Gerade die Zytokinkonzentrationen soll-
ten daher sehr flexibel einstellbar sein.

Eine Fiitterung bei hdmatopoetischen Vorlduferzellen ist, unabhéngig von der Kultur-
dauer, erst bei Zelldichten von iiber 1-10° ¢/mL sinnvoll. Diese Regel kann aber sicherlich bei
genauerem Wissen, vor allem beziiglich der Zerfallsraten der Zytokine, Einschrinkungen
erfahren. Beim derzeitigen Stand der Technik kann die Batch-Kultur bei der Kultivie-
rung frither h#matopoetischer Zellen shnliche Expansionen erreichen wie die perfundierte
Kultur. Der entscheidende Vorteil des neuen Suspensionsreaktors liegt momentan in dem
vorhandenen Potenzial, fiir den Fall, dass héhere Expansionsraten moglich werden. Der
Reaktor ermoglicht genaue Untersuchungen der Prozessparameter und die unabhingige
Regelung derselben. Der Systemvergleich in Abschnitt 8.1.2.3 auf Seite 123 hat gezeigt,
dass in den verschiedenen Kultursystemen unter #iquivalenten Bedingungen auch &quiva-
le.nte Zellexpansionen erreicht werden. Das bedeutet insbesondere, dass die Systeme selbst
die Zellen nicht beeinflussen. Besonders bei den gerithrten Systemen und dem technisch
komplexeren Suspensionsreaktor wire das denkbar.

Fir die Kultivierung stérker proliferierender Zellen, wie beispielsweise T-Lymphozyten,
ist die perfundierte Kultur im Vorteil. Gerade wenn das Ziel einer Kultur das Erreichen
ei.ner hohen Zelldichte ist, wird die Leistungsfdhigkeit der Perfusion erst deutlich. Fiir
diese Anwendungen erwies sich der neue Suspensionsreaktor als gut funktionsfihiges Kul-
tursystem. In diesen Bereichen scheint die technische Herausforderung der Kultivierung
gelost. Insbesondere bei den T-Lymphozyten sind die biologischen Aspekte aber noch sehr

plloblematisc.:h. Erst das Zusammenspiel der biologischen und ingenieurwissenschaftlichen
Losungen wird hier eine optimale Kultivierung ermoglichen.
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Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit stellen nur einen Anfang dar. Das Arbeitsgebiet der Kultivie-
rung hdmatopoetischer Zellen ist so umfangreich, und das Wissen iiber diese Zellen steigt
so schnell, dass es wohl unmdglich ist, einen Abschluss zu finden. Weiterhin bieten die hier
entwickelten Kultursysteme natiirlich auch die Moglichkeit, andere Zelltypen als himato-
poetische zu kultivieren. Das kdnnten 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 bewéhrt ist.
Konstruktive Anderungen sind deshalb nicht notwendig.

Anders stellt sich die Situation bei dem Miniatur-Schlaufenreaktor dar. Wahrend der
prinzipielle Aufbau des Systems keiner Modifikation bedarf, gibt es in der speziellen Aus-
fiihrung Verbesserungspotenzial. Die einzelnen Einsétze, die momentan aus eineli Edel-
stahlhalterung und einem eingelegten Edelstahlsieb bestehen, kinnten in einem .Stlick als
Spritzgussbauteil aus Polycarbonat gefertigt werden. Damit wéren die Einsétze nicht mghr
autoklavierbar und somit Einwegartikel. Die Gewebekulturplatte sollte dann mit den Ein-
sitzen zusammen, zum Beispiel mit Ethylenoxid, sterilisiert werden. Vorteil einer solchen
Ausfithrung wire, dass die Arbeitsschritte des Autoklavierens der Einsitze und des an-
schlieRenden sterilen Bestiickens der Gewebekulturplatte entfielen. Dies wiirde sowohl eine
Arbeitserleichterung darstellen als auch die Prozesssicherheit beziiglich der Sterilitét er-
hohen. Die vollstindigen Platten konnten, wie momentan no.rmale (‘}ewebe"kultur.platten,
als sterile Einwegprodukte direkt verwendet werden. Nachteilig an dieser .Losung ist, dass
fiir die Produktion des Spritzgussteils ein entsprechendes Werkzeug gefgrhgt .werden muss
und die Sterilisierung von Polycarbonatteilen im normalen Laborbetrieb n.1cht etabliert
ist. Die beschriebene Weiterentwicklung ist daher wahrscheinlich nur dann smnvol}, wenn
der Miniatur-Schlaufenreaktor ein kommerzielles Produkt werden soll. Dann allerdu'lgs ist
die Ausfiihrung als Einwegartikel wahrscheinlich unabdingbar,.da dies Standard in der
Zellkultur und besonders im klinischen Bereich ist. Die allgemeine Akzeptanz von Mehr-

wegartikeln ist gering. N . .
. foliad i trithrantrieb mit

i d einer Kommerzialisierung ist auch der Magne hraz
Vor dem Hintergrun bel. Die Losung ist zwar in jedem Fall

der durchstromten Zwischenplatte nicht akzepta , I8t Zwar -
funktionsfshig, aber in dieser Form kaum zu vermarkten. Ideal wire ein I"{x%hrantrleb,'dgr
keinerlei Kabel oder Zuleitungen von auferhalb des Brutschrankes ben6tigt. Das hiefie

zunichst, eine batterie- oder aklkumulatorbetriebene Ausfiihrung, bei der zu.sai?z;;cg dash
Problem der Wirmeentwicklung gelost sein miisste. Letzteres kann wahrscheinlic h durc
eine geringere Leistungsaufnahme der Magnetspulen erreicht werden. C?rtlde:?lxj.f.lls kéme ein
Beliiftungssystem in Frage, wie es bei Computer-Prozessoren verwen et wird.
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Abbildung 11.1: Mogliche Erh6hung der erreichbaren Zellzahl bei Verwendung einer zusatzlichen
Membranbegasung aus Silikonschlduchen

Der kontrollierte Suspensionsreaktor ist konstruktiv ausgereift. Den kritischsten Punkt
stellt die Abdichtung des Filters zur Zellriickhaltung dar. Die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelten Ldsungen sind voll funktionsfdhig, erfordern aber einen gewissen Wartungs-
aufwand und ein manuelles Einlegen des Filters. Dadurch entsteht ein gewisses Risiko einer
Undichtigkeit durch fehlerhafte Handhabung. Die Lésung wire an dieser Stelle ein fest in-
stallierter Filter. Damit wéren aber auch die Reinigung und ein eventuelles Austauschen
des Filters stark erschwert. Beides wiren deutliche Nachteile, verglichen mit der jetzigen
Situation. Trotzdem diirfte sich ein Vergleich der jetzigen und der fest installierten Losung
lohnen.

Ebenfalls interessant wire der Scale-up des Suspensionsreaktors. Ein erster einfacher Pro-
totyp wurde bereits gebaut und erfolgreich getestet. Diese sehr einfache Losung besteht aus
dem Suspensionsreaktor, wie er in dieser Arbeit vorgestellt und verwendet wurde, bei dem
der Durchmesser des Glasgeféfies auf ganzer Hohe 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 1L. Das Hauptproblem dieser Lo-
sung ist die Sauerstoffversorgung. Bei gefiilltem Reaktor ist die Fliissigkeitsoberfliche bei
beiden Systemvarianten identisch. Schon die normale Ausfiihrung ist bei hohen Zelldichten
sauerstofflimitiert. Der Prototyp wurde deshalb zusitzlich mit einem gewickelten Schlauch
als Membranbegasung ausgestattet, vergleichbar mit dem Begasungsgefdf des Festbett-
reaktors. Durch die zusétzliche Schlauchbegasung lisst sich in einer sauerstoflimitierten
Kultur die maximal erreichbare Zellzahl erheblich steigern. In Abbildung 11.1 ist diese
mogliche Steigerung in Abhéngigkeit von der installierten Schlauchlénge dargestellt. Diese
Abschétzung geht von einem Stoffdurchgangskoeffizienten der Schlauchmembran von K

= 3,7- 1075 m/h aus, was eine grobe Abschétzung darstellt. Eine genaue Auslegung und
Optimierung der Begasung ist in jedem Fall noch notwendig.
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Abbildung 11.2: Abschitzung des neuen Filtrationssystems und Vergleich mit dem Spinfilter (Da-
ten aus [16, 57])

Uber den Scale-up des Suspensionsreaktors hinaus wére eine separate Verwendung des
Zellriickhaltesystems in Standard-Reaktoren von grofem Interesse. Das Prinzip misste
dabei erhalten bleiben: Das Medium wird durch den Filter aktiv aus dem Reaktor heraus-
gepumpt, wobei die Filterfliche méglichst dicht an dem Riihrorgan platziert sein sollte.
Unter diesen Voraussetzungen war im neuen Suspensionsreaktor nie eine Verblockung des
Filters bei konstant hohen Riickhalteraten beobachtet worden. Fir die grofen Standard-
Riihrkessel miisste 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 Zellriickhaltung wire damit eine direkte Konkurrenz zum klassischen
Spinfilter. Abbildung 11.2 zeigt eine Abschitzung der maximalen Durchflussrate fiir ver-
schiedene Filterflichen und Reaktorvolumina. Zwei typische Betriebspunkte fiir Reaktoren
mit Spinfiltern sind ebenfalls dargestellt. Man erkennt deutlich, dass das neue System mit
einer wesentlich geringeren Filterfliche die gleiche Leistung erbringen kann.

11.2 Verfahrensoptimierung

Wie bereits an entsprechender Stelle erwdhnt, sind in der vorliegenden Arbeit %’licht d%e
Kultivierungsparameter himatopoetischer Zellen optimiert worden. Vielmeh.r. l?1eten die
entwickelten Kultursysteme die Voraussetzung dafiir. In Bezug auf die immob1}1sxerte stro-
mahaltige Kultur sei an dieser Stelle nur noch einmal auf die parallel durchgefuhrte Arbglt
von NANNI JELINEK verwiesen [97]. Bei der Suspensionskultur der Vorlguferzellen bie-

tet sich der neue Reaktor an, um verschiedene Einflussparameter einzeln und unabhéngig

voneinander zu untersuchen. Das System ermdglicht die Variation einzelner Faktoren, wie

zum Beispiel dem Sauerstoffgehalt oder die Medienbestandteile ohne ander'e Parameter zu
verindern. Dadurch kénnte man die Einfliisse einzeln und unabhingig voneinander bestim-
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men. Parallel dazu sollten Untersuchungen speziell zu den Zytokinen durchgefiihrt werden.
Dabei sind sowohl die Zytokin-Zerfallsraten unter Kulturbedingungen als auch die Ver-
brauchsraten und die Einfliisse verschiedener Parameter auf diese von grofem Interesse.
Zusitzlich gilt es selbstverstandlich, weiter strukturiert, beispielsweise mit dem genetischen
Algorithmus, nach besseren Zytokinkombinationen zu suchen.

Fiir 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 groferen System sehr gut fiir eine solche Kultivierung geeignet
ist. Die eigentliche Schwierigkeit liegt in der richtigen, an die Anwendung angepassten
Stimulation der Zellen. Ein Problem, das zunéchst im Kleinstmafstab geldst werden muss.
Je nach Anwendung ist die Herausforderung, die Zellen richtig zu stimulieren, mit der zu
vergleichen, Stammazellen zu vermehren.

11.3 Klinische Anwendungen

Die Etablierung des neuen Suspensionsreaktors im klinischen Umfeld hat die prinzipielle
Moglichkeit verdeutlicht, auch ein komplexeres Kultursystem in einer medizinischen An-
wendung zu nutzen. In dhnlichen Einsatzgebieten, also der Kultivierung anderer Zelllinien
oder von T-Lymphozyten, kann der Reaktor wohl problemlos benutzt werden.

Die Kultivierung von hdmatopoetischen Vorlduferzellen 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 gro®, dass die
Kapazitét des Spinners nicht ausreichen wiirde, weshalb er problemlos einsetzbar ware.
Der wichtigste Vorteil des Spinners gegeniiber dem Suspensionsreaktor ist die einfachere
Handhabung. Bei gleicher Kultivierungsleistung ist dies das entscheidende Argument fiir
den Einsatz des Spinners.

Die immobilisierten Systeme werden trotz der iiberlegenen Ergebnisse keinen einfachen
Zugang zur klinischen Anwendung haben. Die Komplexitéit des Systems und der Anspruch
an das Bedienungspersonal sind zu gro® fiir einen Routinebetrieb. Fine zusitzliche Pro-
blematik ist die Tatsache, dass die Zellen vor einer Infusion in einen Patienten von den
Mikrotrégern gel6st werden miissen. Es ist also mindestens ein zusétzlicher Aufarbeitungs-
schritt notwendig. Dariiber hinaus ist zurzeit keine humane stromale Zelllinie verfiigbar,
die sich fiir die Kokultivierung eignet. Das bedeutet, dass man auch bei einer patientenspe-
zifischen Kultivierung auf murine Zellen zuriickgreifen miisste. Dies ist fiir den klinischen
Zulassungsprozess duferst kritisch. Eine Abtrennung der murinen Zellen ist zwar méoglich,

eine Garantie, dass nicht eine einzige murine Zelle in den Patienten gelangt, kann es aber
nie geben.

11.4 Schlussgedanken

Die vielen neuen Moglichkeiten, die sich durch die modernen Methoden der Biotechnologie
ergeben, wecken auch grofe Hoffnungen in der Krebstherapie. So einleuchtend diese neuen
Ansétze in der Theorie auch sind, die Erfolge stellen sich nur sehr langsam ein. Beispielswei-
se sind die grofen Hoffnungen, durch eine Hochdosis-Chemotherapie die Heilungschancen
Eegzr]l metastasierenden Mammakarzinom zu verbessern, erst vor kurzem enttiuscht worden

Der Glaube, die neuen Methoden bréichten den Sieg iiber die Krebserkrankungen, wird
sicherlich ebenso enttéduscht werden, wie er es schon bei der Einfithrung der Chemot,:hera-
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pien wurde. Die Fortschritte werden klein sein und immer von einer viel groferen Zahl von
Misserfolgen begleitet werden.

Trotzdem liegen die groften Hoffnungen heute auf den biotechnologischen Methoden.
Die vorliegende Arbeit versucht, einen Beitrag zu diesen Entwicklungen zu leisten. Wenn
die hier erzielten Ergebnisse irgendwann dazu fithren wiirden, dass auch nur einem einzigen
krebskranken Menschen besser geholfen werden konnte, wére die Arbeit ein Erfolg.
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Zusammenfassung

Die er vivo Expansion h&matopoetischer Zellen ist eine Schliisseltechnologie bei vielen
neuen Strategien in der Krebstherapie. Fiir 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 ermdoglicht die Kultivierung hdmatopoetischer Zellen in Kokultur
zusammen mit stromalen Zellen und immobilisiert auf porésen Mikrotrégern. Das Sys-
tem hat eine ausreichende Grofe um klinisch relevante Zellzahlen zu generieren. Dazu
passend wurde der Miniatur-Schlaufenreaktor entwickelt, der im 1mL Mafistab parallele
Experimente erlaubt und so trotz der geringen Zellzahl in einer einzelnen Spende fiir den
Festbettreaktor relevante vergleichende Untersuchungen gestattet.

Eine stromafreie Kultivierung in Suspension erméoglicht der neu entwickelte Suspensions-
reaktor. In diesem System ist die kontrollierte Kultivierung der Zellen in einem minima-
len Volumen von 40 mL méglich. Durch eine integrierte Zellriickhaltung mittels Filtration
kann die Kultur auch perfundiert mit Zelldichten von iiber 1 - 107¢/mL betrieben werden.
Der Filter zur Zellriickhaltung ist dabei so dicht iiber dem Riihrer angeordnet, dass es
zu keinen Verblockungen kommt. Der Riihrer ist ein ebenfalls neuentwickelter scherarmer
Magnetriihrstab, der keine Zellen schidigt. Trotz der schonenden Durchmischung werden
k; a-Werte bis zu 5,41/n erreicht. Das System erlaubt eine sehr hohe Expansion der Zel-
len (mehr als Faktor 1400) in einem einzelnen, geschlossenen Kultursystem. Fiir parallele
Versuche im kleineren Mafstab wurde auch fiir die Suspensionskultur ein miniaturisiertes
System entwickelt. Es handelt sich dabei um einen Spinner, der mit einem Kulturvolumen
von 10mL betrieben werden kann. . -

Alle Kultursysteme konnten erfolgreich fiir die Kultivierung héimatopoetlscher Progeni-
torzellen eingesetzt werden. Dabei zeigte sich, dass durch die Kokultivierung im Festbettre-
aktor, in dem die in vivo Situation mimikriert wird, eine stabilere Vejrmehrung.des ganzen
h#matopoetischen Systems mdglich ist. In Suspension unterliegen die Zellen .emer stérke-
ren Ausdifferenzierung. Trotzdem konnten hier im Tierversuch auch nach sieben Tagen
Kultivierung mausrepopulierende Zellen nachgewiesen werden. ) _

Fiir die Optimierung der Kultivierung hématopoetischer Vorlauferzellex?, be:sonders in
Suspensionskulturen, konnten wichtige Erkenntnisse gewonnen werden. Ein Einfluss der
Werkstoffe, die fiir die Konstruktion der Kultursysteme verwendc?t 'v.x.rurden, kopnte nacl}ge-
wiesen werden. Allerdings waren relevante Schadigungen nur bei ha..matopoetlschen, nicht
bei stromalen Zellen zu beobachten. Die Werkstoffe Glas, Silikon, Viton ul.'ld Ed.c'els.tahl er-
scheinen danach problematisch. Es konnte aber au:i:h gezeigt werden, dass die Schidigungen
i i m vernachlissigbar klein sind. o
lmgiicﬁnngggfﬁcizztz}ffekt hat auch gdie Osmolalitit des Mediums, bei der unter'schledhche
Optima fiir verschiedene Zellsubpopulationen gefund?n Wur.den. Dgr Wert, de;scrli:l Gesamt-
heit der himatopoetischen Zellen am besten unterstiitzt, liegt l?el 0"31—0’32]3 " ﬁccgl: "

Eine Fiitterung der Suspensionskultur mit Medium. u.nd Zytoklngn 1§t ers.t 1e1 / e; 1cT en
{iber 1 - 10° ¢/mL sinnvoll, iiblicherweise also bei Kultivierungen, die linger als sieben lage

dauern.
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Als Modell fiir himatopoetische Vorlduferzellen konnte die Zelllinie KG-1 erfolgreich eta-
bliert und kultiviert werden. Sie wurde insbesondere beziiglich ihrer Sensibilitit gegeniiber
Scherkriften charakterisiert. Dariiber hinaus wurden T-Lymphozyten als Beispiel fiir einen
ausdifferenzierten Zelltyp im neuen Suspensionsreaktor effektiv vorkultiviert, um dann in
einem 20 L-Riihrkessel eine klinisch relevante Zahl von 2,9 - 10! Zellen zu generieren. Die
Funktionalitdt der expandierten Zellen konnte in einem Zytotoxizitdts Assay nachgewiesen
werden.

Mit der Zelllinie NK-92 gelang im neuen Suspensionsreaktor mehr als nur die Generie-
rung der fiir eine Anwendung notwendigen Zellzahl und dem Nachweis der Funktionalitt.
Das Kultursystem konnte dariiber 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 losten keinerlei Abstofungsreaktionen aus.
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ANHANG A

Die Modellierung des himatopoetischen Systems

Die Aufgabe, die Himatopoese mathematisch zu beschreiben, ist sehr reizvoll. Ein Mo-
dell, das die gesamte Blutbildung oder auch nur relevante Teile davon korrekt beschreibt,
ware fiir die Kultivierungstechnik dieser Zellen ein entscheidender Durchbruch. Daher be-
miihte 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 niichsten Seite dargestellt ist. Das h&matopoetische System wird
hier extrem vereinfacht, die lymphoide Reihe iiblicherweise vollig vernachléssigt. Meistens
wird auch nur eine einzelne Differenzierungs-Richtung betrachtet, wihrend alle anderen
negiert werden. Die Einfliisse auf die verschiedenen Differenzierungs-Stufen sind ebenfalls
stark simplifiziert. So geht man von einer Riickkopplung zwischen reifen Blutzellen und
Vorlguferzellen sowie Vorldufer- und Stammzellen aus. Den Stammzellen werden zudem
Féhigkeiten zur Autoregulation zugeschrieben. Der hauptsichliche Unterschied zwischen
den verschiedenen Modellen ergibt sich aus der jeweiligen Einteilung der Vorlduferzellen 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 himatopoetischen Stammzelle wurde 1924 eingefithrt [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 Grundkonzgpt der Sta}mrfl-
zelle folgt praktisch bei allen Autoren dem Prinzip der symmetrischen Tezlur}g und' ist in
Abbildung A.2 auf der néichsten Seite dargestellt. Man erkennt den regulativen E1nﬁus§
der Vorlduferzellen (E, G) und den autoregulativen Einfluss der Star}rlmzellen (S) auf zwei
Vorginge. Der eine ist die Selbsterneuerungs-Wahrscheinlichkeit p einer Stamn?zelle. D1.e-
ser Wert entscheidet, welcher Anteil an Stammzellen, die sich gerade symmetrisch ggteﬂt
haben, in die Ausdifferenzierung geht. Der andere Mechanismus regelt, welcher Anteil as
der Stammaellen sich im Zellzyklus (S-, Ge-, M-, Gi-Phase) befindet u?d welcher' Anteil
1 — ag der Zellen in der Go-Phase ruht. Die in Abbildung A.2 auf der nz?chsten Sglte dar-
gestellten Wahrscheinlichkeiten ap und ag, die entscheiden, in welche Richtung eine Zelle
sich ausdifferenziert (ag + ag = 1), gehdren nicht mehr zum Stammgellkomparhment,
sondern zu den Vorliuferzellen. Da aber E = E(ag) bzw. G = G(ag) ist u}1d E bzw. G
direkt {iber die intramedullire Riickkopplung auf die Stammzellen wirken, wirken ag und
ag indirekt auch auf die Stammzelle. Insgesamt kann das Wachf,tum der Zellzahl csiomm
der Stammzellen und deren Versnderung mit der Zeit t ausgedriickt werden als:

destamm = (2p(S,E,G) - 1) timaz (8,F,G)atsCstamm (A1)
dt
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Abbildung A.2: Modellvorstellung der Stammazellen (nach [298])

mit: fmez(S,E,G) = maximale Wachstumsrate der Stammzellen [1/s]

Sowohl diese Vorstellung iiber die Stammzellregulation als auch die iiber die Regula-
tion des gesamten himatopoetischen Systems ist entscheidend davon abhingig, dass die
Einflussparameter korrekt gewihlt und bestimmt werden kénnen. Dieses ist aber zum heu-
tigen Zeitpunkt noch nicht méoglich. Die Einflussparameter sind nur teilweise bekannt, wie
etwa die Auswirkungen der Wachstumsfaktoren oder des Stromas, und bei den bekann-
ten Einfliissen scheitert die Quantifizierung an den ungenauen analytischen Methoden.
So kénnen auch die Einflisse auf die Stammzellen aus Gleichung (A.1) auf der vorheri-
gen Seite nur durch sehr vage Riickschliisse festgestellt werden, da die Zellen selbst nicht
detektierbar sind. Aus diesem Grund werden die Modelle iiblicherweise an bestimmte Spe-
zialfdlle angepasst und sind dementsprechend stark vereinfacht. So betrachtet man ein-
zelne Differenzierungs-Richtungen als singuldres 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
Giiltigkeit besitzen. Daher kann auch wie in der jlingsten Veréffentlichung von NIELSEN
nur zusammengefasst werden, dass der mathematische Rahmen eines Modells der Hamato-
poese zwar entwickelt wurde und einsatzbereit ist, allein die biologischen Kenntnisse heute
nicht dazu ausreichen, ein solches generelles Modell wirklich mit Leben zu erfiillen [192].
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Herstellernachweis der verwendeten Chemikalien und Gerate

Chemikalien:
Chemikalie Hersteller
Adenosin SIGMA, Deisenhofen
Collagenase Typ IA SIGMA, Deisenhofen
D-Glukose SIGMA, Deisenhofen
Diethylenetriamine-Pentacetic Acid (DT- Fluka Chemie, Deisenhofen
PA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Di-Natriumhydrogenphosphat
Enhancementsolution
Ethanol
Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)
Europium-III-Acetat
FACS-Puffer

Ficoll

Geneticin

Gentamicin
Heparin-Natrium

HEPES, Dinatriumsalz
Hygromycin

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kobaltsulfat

Kristallviolett
L-Asparagin-HaO
L-Glutamin

L-Serin

Magnesiumchlorid
Natriumazid
Natriumbenzoat
Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat
Natrium-EDTA
Natriumsulfit, 98%ig
o-Phthaldialdehyd
Penicillin/Streptomycin
Phenolrot

2-Propanol

Schwefelséure

Theophyllin
Trichloressigséure

Fluka Chemie, Deisenhofen
Fluka Chemie, Deisenhofen
PerkinElmer Life Sciences, Bad Wildbad
Werner Hofmann, Diisseldorf
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 Hersteller
Trypanblau SIGMA, Deisenhofen
Trypsin Life Technologies, Karlsruhe
Zitronensaure SIGMA, Deisenhofen
Zytokine:
Zytokin Hersteller
FL PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
GM-CSF CellSystems Biotechnologie Vertrieb, St.

IL-2, Proleukin

Katharinen
Chiron Behring, Marburg

IL-3 Forschungszentrum Jiilich, Jiilich

IL-6 PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA

SCF PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA

TPO PeproTech, Rocky Hill, NJ, USA
Antikérper:

Antikorper Hersteller

anti-human-CD3
anti-human-CD3-Cy-Chrome
anti-human-CD4-FITC
anti-human-CD8-PE
anti-human-CD28
anti-human-CD34-PE
anti-human-CD45-FITC
anti-maus-IgG1-Cy-Chrome
anti-maus-IgG1-FITC
anti-maus-IgG1l-PE

Forschungszentrum Jiilich, Jiilich
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

anti-TGF-£ R&D Systems, Wiesbaden

VIA-Probe BD PharMingen, Heidelberg
Zellkulturmedien:

Medium

Hersteller

CellGro SCGM

Iscove’s Modified Dulbecco’s
(IMDM)
Methylzellulose-Medium, MethoCult GF
H4434

RPMI 1640

X-Vivo 10

Medium

CellGenix Technologie Transfer, Freiburg
Life Technologies, Karlsruhe

CellSystems Biotechnologie Vertrieb, St.
Katharinen

Life Technologies, Karlsruhe
BioWhittaker, Taufkirchen
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Bezeichnung

Hersteller

Bovine Serum Albumin (BSA) Fraction V
Fétales Kélberserum (FCS)
Humanes Quarantine-Plasma

Pferdeserum (HS)

Life Technologies, Karlsruhe

Life Technologies, Karlsruhe
Blutspendedienst Hessen des DRK, Frank-
furt/Main

Boehringer Mannheim, Mannheim

Werkstoffe der Untersuchungen iiber den Materialeinfluss:

Werkstoff

Hersteller

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-
PEEK GF 30

Polystyrol (PS)

Virginales Polytetrafluorethylen, PTFE
Viton

Rohr + Stolberg, Solingen
Thyssen Schulte, Aachen

Schott Glaswerke, Mainz
Norton MG Silikon, Lindau
Ensinger, Nufrigen

Corning, Asbach
Thyssen Schulte, Aachen
DuPont Dow elastomeres, Bad Homburg

Gerite:

Gerit

Hersteller

Aminosiure HPLC, Amino Quant 1090
AX

Anschlussstutzen fiir Warmebadzuleitung
Autoklav

Begasungsbrutschrank

Deckel fiir Glasflaschen
Deckeldichtungen fiir Glasflaschen
Druckluftkompressor
Durchflusszytometer FACSCalibur
Elektroporator, Gen Pulser II System
Einfrierbox fiir Kryorohrchen
Einmalsterilfilter

Einsiitze fiir Deckel fiir Glasflaschen
Filterronden

Finn-Pipetten

Fluorometer, Wallac Victor?
Gewebekulturflaschen
Gewebekulturplatten
Gewebekulturschalen

Hewlett Packard, Waldbronn

Schott Glaswerke, Mainz

H-+P Labortechnik, Oberschleifheim
Heraeus Instruments, Hanau

Schott Glaswerke, Mainz

Schott Glaswerke, Mainz

JUN-AIR Deutschland, Ahrensburg
Becton Dickinson, Heidelberg
Bio-Rad, Miinchen

Nalgene, Wiesbaden

Pall Deutschland, Dreieich
Forschungszentrum Jiilich, Jiilich
Sporl, Sigmaringendorf

Labsystem, Helsinki, Finnland
PerkinElmer Life Sciences, Bad Wildbad
Greiner, Solingen

Falcon, Heidelberg

Corning, Asbach



190 B. Herstellernachweis der verwendeten Chemikalien und Geréte

Geréat

Hersteller

Glasflaschen

Glukose Analysator, Ebio compact
Glutamin/Glutamat Analysator
Inversmikroskop

Kabelbinder

Kryordhrchen

Kiihl- und Gefrierschrinke
Kiihlzentrifuge, GPKR
Kultur-Beutel

Kulturschalen fiir MC-Assays
Laborzentrifuge, Typ 302
Laktat Analysator
Laminar-Flow Werkbank

Leitfahigkeitsmessverstérker, LF537

Leitfghigkeitsmesszelle,

LTA100 (K=11/cm)

Luftfilter

Magnetic Cell Separator, VarioMACS
Magnetrithrantrieb mit einer Riihrstelle
Magnetrithrantrieb mit zwdlf Riihrstellen
Magnetriihrstébe
Massendurchflussventile (O3, CO2, Luft)
Mediensterilfilter

Mehrkanalpipetten

Mikrotiterplatten

Mikrotrager aus Glas

Mikrotrager aus Kollagen
Neubauer-Zahlkammer, Hdmozytometer
Osmometer, Osmomat O 30
Partikelzahlgerit, CASY1
Pasteurpipetten

pH-Einstabmesskette
pH-Verbindungskabel

pH-Verstérker
Phasenkontrastmikroskop
Pipettenspitzen

pOs-Elektrode
pO2-Verbindungskabel
pOs-Verstirker
Pumpenschliuche, Marprene
Reaktionsgefife
Reaktordeckel

Reaktorgefsfs

Reinstwasseranlagen, RO-80 und Milli-Q

Schott Glaswerke, Mainz

Eppendorf, Hamburg

YSI, Yellow Springs, OH, USA

Nikon, Diisseldorf

Carl Roth, Karlsruhe

Nunc, Wiesbaden

Liebherr, Diiren

Beckmann Instruments, Miinchen
American Fluoroseal Corporation,
Gaithersburg, MD, USA

Greiner, Solingen

Sigma Laborzentrifugen, Osterode/Harz
YSI, Yellow Springs, OH, USA

BDK Luft- wund Reinraumtechnik,
Sonnenbiihl-Genkingen

WTW Wissenschaftlich-Technische Werk-
stdtten, Weilheim

WTW Wissenschaftlich-Technische Werk-
stidtten, Weilheim

Pall Deutschland, Dreieich

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
IKA-Werke, Staufen

H+P Labortechnik, OberschleiRheim
neoLab Migge, Heidelberg

Brooks Instrument, Veenendaal, NL
Sartorius, Gottingen

Biohit Deutschland, Kéln

Nunc, Wiesbaden

Schott Glaswerke, Mainz

Cellex Bioscience, Minneapolis, MN, USA
Brand, Wertheim

Gonotec, Berlin

Schérfe System, Reutlingen

Brand, Wertheim

Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts

Nikon, Diisseldorf :

Greiner, Solingen und Eppendorf, Ham-
burg

Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Mettler-Toledo, Steinbach/Ts
Watson-Marlow, Rommerskirchen
Eppendorf, Hamburg

Forschungszentrum Jilich, Jiilich
Forschungszentrum Jiilich, Jiilich
Millipore, Eschborn
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Gerat Hersteller

Riihrkessel (20 L) Applikon Biotek, Kniillwald
Rundbodenrshrchen BD PharMingen, Heidelberg
Schlauchpumpen Watson-Marlow, Rommerskirchen
Schlauchverbinder Carl Roth, Karlsruhe
Schnellkupplungen fiir Warmebadzulei- Walther, Wuppertal

tung

Schweiffbarer Schlauch Baxter Deutschland, Miinchen
Silikonschlauch BIW Isolierstoffe, Ennepetal
Spinner Techne, Cambridge, GB
Steuereinheit fiir Massendurchflussventile  Brooks Instrument, Veenendaal, NL
Stickstofftank Messer Griesheim, Krefeld
Teflonschlauch Bohlender, Lauda
Tischzentrifuge, Biofuge B Heraeus Instruments, Hanau
Trockenschrank Heraeus Instruments, Hanau

Videokamera, DXC-950P
Videokamera Adapter, CMA-D2
Viskosimeter, VT550
Warmebéader
Wasserbesténdiger Sterilfilter
Wirbelschichtreaktor

Sony Deutschland, Kéln

Sony Deutschland, Kéln
HAAKE, Karlsruhe

Lauda Dr. R. Wobser, Lauda
Sartorius, Gottingen
Forschungszentrum Jiilich, Jiilich

Zentrifugenrohrchen Greiner, Solingen
Sonstiges:
Bezeichnung Hersteller

MACS-CD34 Progenitor Cell Isolation Kit
MACS-Trennssulen (RS*/VST)
IL-2 ELISA Kit

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
R&D Systems, Wiesbaden
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Zusammensetzung der verwendeten Losungen

Phosphate-Buffered Saline (PBS):

In Reinstwasser geldst:

e 8,08/L NaCl
e 0,9178/L NagHPO4
e 0,28/L KHaPOy
e 0,28/L KCl
Der pH-Wert wird auf 7,2-7,3 eingestellt.
Puffer fiir die Glukose-, Glutamin- und Glutamat-Analysatoren:

In Reinstwasser geldst:

5,1¢/L NaCl

5,0 8/L NagHPOy4
1,08/L NaHoPOy
0,3 &/L Na-Benzoat
0,58/L Nag-EDTA
50 mg/1, Gentamicin

Der pH-Wert wird auf 7,3 eingestellt, die Osmolalitdt auf 0,27 Osmol/kg,

Kristallviolettlsung:

In Reinstwasser werden gelOst:

e 0,1 mol/1, Zjtronenséure
o 21 mg/1, Kristallviolett

Markierungspuffer fiir den Zytotoxizitdts Assay:

In Reinstwasser werden gelost:

e 50 mmol/;, HEPES

e 93 mmol/1, NaCl

e 5mmol/;, KCl

e 2mmol/;, MgCl

¢ 10mmol/;, DTPA

e 2mmol/;, Europium-III-Acetat

Der pH-Wert wird auf 7,4 eingestellt.
Natriumsulfitlosung:

In Reinstwasser werden gelost:

12 8/L NagHPO4

128/L NaHoPOq4

0,5 mol/L, NagSOs

1 pmol/L, CoS0O4

Der pH-Wert wird mit 30 % Schwefelsaure auf 8,0 eingestellt.



ANHANG D

Protokolle der verwendeten Methoden

Zellzahlbestimmung auf Mikrotrdgern mit Kristallviolett:

e 15mL-ZentrifugenrShrchen auswiegen und Leergewicht notieren.

Mindestens 0,5 mL bewachsene Kollagentriger in das Zentrifugenrdhrehen iiberfiih-
ren.

Uberstand entfernen.

Mit 1-2mL Kristallviolettlosung versetzen und schiitteln.

Fiir mindestens 24h bei 37 °C im Brutschrank inkubieren,

Zellsuspension mischen und Zellzahl mit einem Himozytometer bestimmen,
Uberstand absaugen und Mikrotriger griindlich mit Reinstwasser waschen.
Mikrotréiger fiir 48h bei 70 °C trocknen.

Zentrifugenréhrchen mit den Mikrotréigern auswiegen,

Mit dem Leergewicht vom Beginn ergibt sich das Trockengewicht, anf das die De-
stimmte Zellzahl bezogen wird.

Zellzahlbestimmung auf Mikrotragern durch Trégerlyse:

e 15mL-Zentrifugenrshrchen auswiegen und Leergewicht notieren.

Mindestens 0,5mL bewachsene Kollagentréger in das Zentrifugenrihrchen iiberfiili-
ren.

Uberstand entfernen.

Triger mit 10mL PBS waschen.

Tréger ein zweites Mal mit 5 mL PBS waschen.

Waschlésungen jeweils auffangen und in einem gesonderten Zentrifugenrihchen ver-

einen.
e Inkubation der Triger mit 1 mL Kollagenase unter gelegentlichem, lechter Sehwen-

ken bei 37 °C im Wasserbad oder Brutschrank.
e Nach volliger Auflésung der Tréger den Prozess mit 5mL PBS/EDTA alutoppon.
e Samtliche Fliissigkeit aus dem Zentrifugenrohrchen entferuen (dic Edelstalilknpsdn

verbleiben am Boden). N )
e Edelstahlkugeln nochmals mit 5mL PBS/EDTA waschen nund vereinigte Livanugen

fiir 10 min bei 400 x g abzentrifugieren. 1
e Das Pellet in 1 mL Medium aufnehmen und Zellzahl bestitamern.

e Verbliebene Edelstahltrager fiir 24 h bei 70 oC trocknen nud Gewicht ermittelu.

Zytotoxizitdts Assay:
e Zentrifugenrdhrchen mit Medium (RPMI 1640 - 5% FCS) vt)?h(:mitim. Pro Anicaty
(pro Zielzelle): 1x50 mL Zentrifugenrohrchen, 4415 mL Zentrifugenrohechon.
e Zellen mit kaltem Medium waschen.
e 5108 Zellen in 800 uL Markierungspuffer an

Uberfiihren.
e 6min auf Eis lagern.
e Elektroporation: 250V, 960 uF, 2008

e 10min auf Eis lagern.

fnehaen und in Elcktroporation:-Kirute
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e Zellen mit einer Pasteurpipette in ein 50 mL Zentrifugenrdhrchen {iberfiihren.
e 5% waschen: Zentrifugation bei 300xg, 10 min, 15-20 °C. Pellet jeweils recht trocken
legen.
. Zegllen auf 1-10%¢/mL (bei 1 -10* Zielzellen), beziehungsweise 5 - 10* ¢/mL (bei 5 - 103
Zielzellen) einstellen.
¢ In einer Mikrotiterplatte mit Rundboden werden vorbereitet:
— Medienprobe fiir die Backgroundmessung (1:1 mit Medium verdiinnen).
— Fiir die Spontan-Freisetzung: 100 uL Zielzellen (1 -10% oder 5 - 103) + 100 uL
Medium.
— Fiir die Maximum-Freisetzung: 100 uL Zielzellen + 100 4L Reinst-Ethanol.
— Zusétzlich verschiedene Effektor/Targetzell-Vehéltnisse zwischen 1:2 und 1:100
einstellen.
e 2-4h inkubieren.
e Fiir die Messung: In jede Vertiefung einer Flachboden-Mikrotiterplatte 200 uL En-
hancementsolution vorlegen.
e Die Rundboden-Mikrotiterplatte fiir 5min bei 500 x g zentrifugieren.
e 20 uL. Kulturiiberstand in Flachboden-Mikrotiterplatte iiberfithren und 10-15min
schiitteln.
e Im Fluorometer messen.

CAFC- und LTC-IC-Assay:

e In die Vertiefungen einer Gewebekulturplatte mit 96 Vertiefungen jeweils 6 - 103 mit
80 Gy bestrahlte Zellen der Zelllinien M2-10B4mod und SI/SL in 100 L Medium
(IMDM + 12,5% FCS + 12,5% HS + 1% Penicillin/Streptomycin) zugeben.

e Die Platte fiir 24 h im Brutschrank inkubieren.

* Im Zehnfach-Ansatz 6 verschiedene Verdiinnungsstufen der himatopoetischen Zellen
einsetzen: Die Verdiinnungen folgen der Formel ¢ = b- 3"~ mit der Zellzahl c, der
Basis-Zahl und der Nummer des Verdiinnungsschrittes n. Die Basis-Zahl betrigt bei

einer Zellprobe vom Tag des Inokulums 1, nach vier bis sieben Tagen Kultur 5 und
danach 10.

* Die Zellen jeweils in 100 uL Medium zugeben.

e Die Platte 6 Wochen im Brutschrank (37 °C, 5% COg) inkubieren.

e Einmal pro Woche die Hlfte des Mediums austauschen.

* Fir den CAFC-Assay die Vertiefungen unter dem Invertmikroskop auszéhlen.

e Fiir den LTC-IC-Assay die Platte zentrifugieren (15min, 300 X g) und das Medium
entfernen.

e Jede Vertiefung mit 100 L. Methylzellulose-Mediumiiberschichten.

e Die Platte 2 Wochen im Brutschrank (37 °C, 5% COs) inkubieren.

e Die Vertiefungen unter dem Invertmikroskop auszihlen.

Durchflusszytometrische Messung:

e In zwei Rundbodenrdhrchen jeweils zwischen 1. 10% und 1. 10% Zellen in 100 ul
vorlegen.

¢ In ein Rundbodenrdhrchen jeweils 5 uL der Antikorper gegen die zu messenden An-
tigene zugeben. Es miissen immer mindestens zwei Antigene gemessen werden, deren
Antikorper unterschiedlich markiert sein miissen.

e Als Negativkontrolle in das andere Rundbodenrshrchen 5 pL anti-maus-IgG1-FITC
und 5 pL anti-maus-IgG1-PE zugeben.

e 30min bei 4 °C inkubieren.

e Zweimal mit 1 ml PBS waschen.
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e Pellet in 100 4L PBS resuspendieren.

e Bei einer Vitalitdtsbestimmung 5 L VIAProbe zugeben und 5min bei Raumtempe-
ratur im Dunkeln inkubieren.

e Die Probe muss am selben Tag im Durchflusszytometer gemessen werden.
Berechnungen zur Sauerstoffeintragsmessung mit der Sulfit-Methode:

Nach dem Befiillen eines Miniatur-Schlaufenreaktors mit frisch angesetzter Natriumsul-
fitlosung wird die Abdeckplatte mit der eingebauten Sauerstoffelektrode aufgesetzt. Die
Messung erfolgt sofort und dauert etwa 15min. In dieser Zeit misst man einen exponenti-
ellen Abfall des Sauerstoffpartialdrucks in der Gasphase. Man erhélt eine Kurve der Form:

f(t) = exp(-—k't) (D.1)

mit: k' = Koeffizient [1/s]
t = Zeit [s]

Mit dem gemessenen Koeffizienten k' kann der OTR berechnet werden. Die theoretische
Uberlegung geht davon aus, dass sich die Gasphase ideal verhlt. Es gilt also die ideale

Gasgleichung:

POy Vg =nRo, T (D2)
mit: po, g= Sauerstoffpartialdruck in der Gasphase [bar]
V, = Gasvolumen [L]
n = Gasmenge [mol]
Ro, = molspezifische Gaskonstante fiir Sauerstoff [bar L/mol K]
T = Temperatur K]

Die zeitliche Anderung des Sauerstoffpartialdrucks durch den Sauerstoffeintrag in die
Fliissigphase erhélt man durch die Differenzierung nach der Zeit:

dpo,g _ dn BT (D.3)
i @,

er gerade dem absoluten Sauer-

ie zeitliche A der Gasmenge n entspricht ab ;
e aetliche e Fiisoph : Damit ergibt sich aus der Glei-

stoffeintrag in die Fliissigphase, also dem Term OTR V.
chung (D.3):
dposy _ orRY RT (D.4)
dt Vy
mit: OT R = volumenbezogener Sauerstoffeintrag [mol/Ls|
V; = Fliissigkeitsvolumen [L]

Aus Gleichung (2.14) auf Seite 30 ist der OTR bekannt, wobei der fliissigkeitsseitige

Sauerstoffpartialdruck gleich Null ist. Daraus folgt:

dpors _ ko BTV (D.5)
. sLe s ient [m
mit: k; = fliissigkeitsseitiger Stoffiibergangskoeffizien {Pﬁl "

H =Henrykoeffizient
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Diese Differentialgleichung kann durch die Trennung der Variablen geldst werden:

POs,9(t) ( kia RTV, )
——2 - —erp | —— i (D.6)
Der Vergleich dieser Gleichung mit Gleichung (D.1) auf der vorherigen Seite ergibt:
kia RTYV,
k= — D.7
pa— (D.7)

Diese Beziehung in Gleichung (2.14) auf Seite 30 eingesetzt ergibt einen Ausdruck fiir
den gemessenen OT'R:

v
TR =K== po,q(t = D.
Es sind die Gaskonstante Rp, = 0,08314barL/molK und der Sauerstoffpartialdruck der
Gasphase zu Beginn des Experiments po, 4(t = 0) = 0,2095 bar bekannt. Damit ergibt sich
die endgiiltige Formel fiir den gemessenen OTR:

v
OTR = 907145k’ =% .
Die Temperatur ist dabei in [K] einzusetzen, der Koeffizient &' in [1/s]. Der OTR ergibt
sich daraus in [mol/Ln].



ANHANG E

Source-Code des Programms fiir die automatische Bildanalyse

Smaloom-Sofare presers...

Startnummer  Endnummer

Los geht's...
S AT RS %/

Abbildung E.1: Dialogfenster des Programms, mit Feldern fiir die Start- und Endnummer der
Videobilder und der Schaltfliche zum Starten der Programmroutine

Private Sub Commandl_Click()

’Das Programm wurde in Microsoft Visual Basic 4.0 geschrieben. Es
bendtigt ein gedffnetes Programm Video Capture Version 5.02
»(Ulead ’Systems, Inc.) mit der gedffneten AVI-Datei, deren Name
MMiest.avi" sein muss. Weiterhin muss das Programm Scionlmage

’gebffnet sein.

’Programmroutine nach dem Driicken der Starttaste.

’ Akkustisches Signal

For k = 1 To 40
Beep

Next k

»pufruf 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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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 und Auswerten der Einzelbilder in ScionImage
For i = Textl.Text To Text2.Text
AppActivate "Scion Image"
SendKeys "YF", 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
Next i

’Akkustisches Signal
For k = 1 To 40

Beep
Next k

End Sub



ANHANG F

Konstruktionszeichnungen der Kultursysteme

F.1 Immobilisierte Systeme

F.1.1 Der Festbettreaktor
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Abbildung F.1: Kultivierungsraum des Festbettreaktors (Werkstoff: Glas)
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Abbildung F.2: Unterer Flansch des Festbettreaktors
stoffnr.: 1.4571)
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Abbildung F.3: Einsatz des Begasungs

gefées des Festbettreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi 17
12 2, Werkstoffnr.: 1.4571)
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Abbildung F.4: Volumenverringerte Elektrodenhalterung des Festbettreaktors

NiMoTi 17 12 2, Werkstoffnr.: 1.4571)

(Werkstoff: X6 Cr-
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F.1.2 Der Miniatur-Schlaufenreaktor

aus Rohr 20x1

r\i N
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Abbildung F.5: Einsatz des Miniatur-Schlaufenreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi 17 12 2, Werk-
stoffnr.: 1.4571)
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Abbildung F.6: Zwischenplatte des Miniatur-Schlaufenreaktors (Werkstoff: Glas)
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F.2 Suspensionssysteme

F.2.1 Der kontrollierte Suspensionsreaktor

N

=
%

flexibler Edelstahischlauch
({Swagelok 321-6-X-6B2)

Rohr 4x1, 52 lang

\ Rohr 4x1, 192 lang
\ Rohr 4x1, 178 lang

160

sch 301-1
—

sch 301-2

sch 301-3

Abbildung F.7: 7usammenstellungszeichnung des Deckels des kontrollierten Suspensionsreaktors
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Abbildung F.8: Deckelplatte des kontrollierten Suspensionsreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi 17
12 2, Werkstoffnr.: 1.4571)
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Abbildung F.9: Reaktorablauf des kontrollierten Suspensionsreaktors (Werkstoff: X6 CrNiMoTi
17 12 2, Werkstofinr.: 1.4571)
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Dicke: max. 1mm Gewebe- Nr. 325 x 2300mesh
Kopertresse
@27+/-1
« 220+/-1

Abbildung F.10: Zellriickhaltefilter des kontrollierten Suspensionsreaktors (Werkstoff: Hastelloy)
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F. Konstruktionszeichnungen der Kultursysteme
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Abbildung F.11: Reaktorgeféf des kontrollierten Suspensionsreaktors (Werkstoff: Glas)
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F.2.2  Der miniaturisierte Spinner
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Abbildung F.12: ReaktorgefiR des miniaturisierten Spinners (Werkstoff: Glas)
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Abbildung F.13: Riihrerwelle des miniaturisierten Spinners (Werkstoff: virginales PTFE)
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Die Herleitung der Sauerstoffbilanz-Gleichung fiir den
Festbettreaktor

Es gelten die Beziehungen fiir die Membranbegasung aus Abschnitt 2.6.3 auf Seite 29. Aus
Gleichung (2.18) auf Seite 32 erhélt man eine Gleichung fiir den Partialdruck am Ausgang
der Membran:

KA
PL.A =Pg — €zp (——V—> (pg — P1,E) (G.1)
Setzt man diese Beziehung erneut in Gleichung (2.18) auf Seite 32 ein, ergibt sich:

. KA (pg —exp (‘%A) (pg "Pl,E)) —PLE

= G.2
~ (@2)
In Pg PP
pg—(pg—efvp(—’—\,ﬁ)(pg—m,z))
Dariiber hinaus gelten die Beziehungen:
PLE = 2L 0 209 (vv — pD) (G.3)
’ 100
und:
Py = %4 (Pv — PD) (G.4)
mit: z, = Sauerstoffanteil in der Gasphase ]
py = Umgebungsdruck [Pa]
pp = Wasserdampfdruck [Pa]

P} = gemessener Sauerstoffpartialdruck [% Luftséttigung]
(der Faktor 0,209 entspricht dem Sauerstoffanteil in Luft)

Diese beiden Gleichungen kénnen nun in Gleichung (G.2) eingesetzt werden und man

erhalt:

KA _ 0,200p} ) _ 02007}
K A(py — pp) (29— cor (-%2) @0 — >0 ) — ™ (G.5)

m= H 0,209 p}
In Z9— 700
i 0,200}
Tg— (a:g—ea:p (“ l‘i‘xﬂ) (=100 ))

i i i i 9.16) auf Seite 31 und Glei-
Zusammen mit Gleichung (2.15) auf Seite 31, Gleichung ( :
dllllfng (2.17) auf Seite 31, mit denen man einen Ausdruck fiir den Stoffdurchgangskoeffizi-

enten K bilden kann, ergibt sich daraus:
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0,209 p* 0,209 p*
Ty —exp | — A,n(d#) (zg — =150 5) | — ~ o0
Vdi(s;iu'*‘ zP}i )
- A (py — pp)
" ()
In{ &g
Hd; <% + b4 )
ln mg 0.‘.7.]0090}7[
z g —exp A (:L‘g 0,2097)*)
9 9 - n(d 100
(mﬁ@%’?))
(G.6)
und in vereinfachter Schreibweise:
/ (py — 2AShDPH 3 .
m:V(pU—pD—) l1—exp|—- Sh (zg — 2,09 - 1073 p})
H Vd; (2PH+Sthn(%g))
(G.7)

Die Geometriedaten des Reaktors sind bekannt. Fiir die Stoffwerte kénnen ndherungsweise

die Werte von Wasser bei 37 °C angenommen werden (vergleiche [17]). Damit ergeben sich
folgende Werte:

Bezeichnung;: Wert: Quelle:

duflerer Membrandurchmesser d, 0,005 m -

innerer Membrandurchmesser d; 0,004 m -

Membranlénge L 0,2m -

kinematische Viskositit » 0,70205 - 10~6 m*/ [205, 224]

Umgebungsdruck py 10°Pa, Annahme eines mittleren Wertes
Wasserdampfdruck pp bei 37 °C 6275 Pa, [205]

Henry-Koeffizient H 2,97 - 108 Pam®/q [205]

Diffusions-Koeffizient D 3,34 - 1072 m?/; [10]

Permeabilitét P 9,65-1071%ke/pams  [20]

Eingesetzt erhélt man damit die Gleichung:

, kg 1,62 -10-10m2 gp,
m=0,03156—=V {1 —ezp | —= 5 -2,09-1073p}) (G.8
m3 ( P ( 7 (229300 + 2981 5y ) | (%o =209 1070)  (G9)
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Originaltext des Studienprotokolls der klinischen Studie mit
der Zelllinie NK-92 bei Kindern und Jugendlichen
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H. Studienprotokoll der klinischen Studie bei Kindern und Jugendlichen

Protokoll-Synopsis

Titel:

Ziel:

Indikationen:

Alter:

Behandlung;:

Klinische Studie (Phase LII) zur Untersuchung der Vertréglichkeit und
Effizienz einer Behandlung von Kindern und Jugendlichen mit fortge-
schrittenen Krebserkrankungen mit der immortalisierten Natiirlichen
Killer Zell-Linie NK-92.

Die Studie der Phase I/II soll die Vertréglichkeit einer intravendsen In-

fusion von bestrahlten, hochst zytotoxischen NK-92 Zellen bei Krebspa-

tienten untersuchen. Dariiber hinaus soll untersucht werden, ob die ver-
abreichte Dosis bestrahlter NK-92 Zellen zu einer Regression des Tumors
fiihrt.

Maligne Erkrankungen von Kindern und Jugendlichen, wie z. B.:
Akute lymphatische Leukémie

Chronische myeloische Leuk&mie

Non-Hodgkin Lymphom

Hodgkin Lymphom

kindliche Sarkome

Neuroblastom

Hirntumore

bei denen es zu einem Riickfall nach autologer oder allogener Stammzell-
transplantation gekommen ist oder herkémmliche Behandlungsformen

versagt haben, so daf nur durch experimentelle Ansétze eine Aussicht
auf Heilung besteht.

Es ist keine Altersbeschrankung vorgesehen

Es handelt sich um eine offene, einarmige klinische Studie der Phase

1/11, 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-vertréglichen 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. Gem#$ dem Studienprotokoll der Phase I sollen je drei Pa-
tienten mit 10°, 3-10° oder 5-10° NK-92 Zellen pro m? Kérperoberflsiche
behandelt werden.

Die Dosis NK-92 Zellen, die nach dieser Phase I Studie als vertréiglich
eingestuft werden kann, wird in der Phase II Studie Anwendung finden,
fiir die initial 17 Patienten vorgesehen sind. Wie bereits erwihnt, werden

die NK-92 Zellen vor Infusion bestrahlt, um eine Proliferation der Zellen
in vivo zu vermeiden.
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1 Einleitung

:1.1 Charakteristika von Natiirlichen Killer Zellen und ihre klinische Anwen-
ung

Natiirlic.he Killer (NK) Zellen treten im peripheren Blutkreislauf auf und machen etwa
1 % aller zirkulierender Lymphozyten aus. NK-Zellen konnen entartete oder viral infizierte
Zellen ohne vorherige Sensibilisierung, wie es etwa fiir die zytotoxische Aktivitdt von T-
Zellen Bedingung ist, erkennen und abtdten. Einige Zielzellen sind durch Expression von
humanen Leukozyten Antigenen (HLA) der Klasse I in der Lage, die zytolytische Aktivitét
von NK-Zellen zu vermindern und so einer Zytolyse durch NK-Zellen zu entkommen. Eine
verminderte Expression von HLA Klasse I Molekiilen auf Zielzellen, deren Inhibition oder
Blockierung, kénnen im Gegensatz dazu die NK-Aktivitat steigern(1).

Natiirliche Killer Zellen kénnen 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 abt6ten kénnen. 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 koénnen diese Funktion erfiillen. Eine Therapie mit ez vivo aktivierten und
expandierten NK-Zellen fand bereits bei Patienten mit verschiedensten fortgeschrittenen
Tumoren Anwendung und hat bei Patienten mit malignem Melanom, Nierenzellkarzinom
sowie Leukdmien 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 durchfiihrbar.

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 ez 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 durchgefiihrt. Die erzielten Ergebnisse sind mit einem
60 %-igen riickfallfreien {iberleben bemerkenswert und weisen darauf hin, daf eine Behan'd—
lung mit LAK-Zellen durchaus zu einem anti-leukdmischen Effekt fiihren kann. Nachteile
liegen bei der hier praktizierten Behandlungsweise in einem hohen Thrombozytenverlust
wihrend der Leukapheresen und in den Nebenwirkungen der zusétzlich 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 Pa,tler.lten
nach Hoch-Dosis Chemotherapie und autologer Stammzelltransplantation transfundiert,
hat eine Gruppe aus Pittsburg 6 Patienten mit autologen, vorher kryokonserviel.‘ter.l LAK-
Zellen behandelt und keine Beeintréchtigung des Engraftment oder andere signifikante

Nebenwirkungen festgestellt (5).

n Patienten mit therapierefraktérer maligner

1.2 Behandlungsmdglichkeiten vo '
ch Stammzelltransplantation

Erkrankung und/oder Riickfall na

welche auf konventionelle Chemo- und Radiothe-

i von Krebspatienten : : :
D e e ' , essiven Krankheitsverlauf leiden, ist zur Zeit

rapie nicht ansprechen und unter einem progr ! . : ’
auf experimentelle Ansétze beschriinkt. Patienten, die nach einer Hoch-Dosis Chemothera

pie und unterstiitzender Radiotherapie mit allogenem oder autologem Stammzellsupport
einen Riickfall erleiden, haben generell eine schlechte Prognose.
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Die Immuntherapie durch Verabreichung von Interleukinen, Tumorantigen-présentierenden
dendritischen Zellen oder zytotoxischen T- und NK-Zellen findet zunehmend Berticksichti-
gung. Die Anwendung dieser Therapieformen hat den Vorteil, daf sie andere Behandlungs-
methoden, wie die Hochdosis-Chemotherapie, nicht ausschliefen.

Zur Gewinnung von LAK-Zellen muf der Patient nach bisherigen Protokollen einige
Tage systemisch mit IL-2 behandelt werden und sich anschliefend einer Leukapherese un-
terziehen. Die NK-Zellen konnen so in der Fraktion der mononukleiren Zellen gewonnen
werden. Durch darauffolgende ez vivo Inkubation der Zellen mit IL-2 werden die NK-Zellen
zu LAK-Zellen. Werden die LAK-Zellen schlieRlich retransfundiert, miissen 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 fiir 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 granulirem 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, daR sie das CD16 Antigen
(FC-Rezeptor) nicht exprimiert. Der Fc-Rezeptor bindet den Fc-Teil von Immunglobulinen
und ist somit in die Antikdrper vermittelte Zytotoxizitit (ADCC) von NK-Zellen involviert.
Die zytotoxische Aktivitat von NK-92 Zellen wird in erster Linie durch die Freisetzung von
Perforin durch Granulozyten vermittelt, welches die Membran der Zielzelle fiir die von
LAK-und NK-92 Zellen abgegebenen Esterasen durchgingig macht. Die Esterasen fithren
schlieflich zu einer Zerstérung der betroffenen Zellen.

Im Vergleich zu LAK-Zellen sind NK-92 Zellen um ein Vielfaches zytolytischer, bzw.
zytotoxischer, bezogen auf die fiir eine Zytolyse notwendige Zellzahl. Dariiber hinaus ver-
mogen NK-92 Zellen ein weitaus breiteres Spektrum von Tumor Zell-Linien und primérer
Tumoren abzutéten (7-9). Die Kulturbedingungen, die IL-2 Abh#ngigkeit, die Oberfla-
chenmolekiile und das zytotoxische Profil der NK-92 Zellen wurden bereits ausfiihrlich
beschrieben (6).

Da NK-92 Zellen den p58 Oberflachenmarker nicht exprimieren - ein Oberflichenanti-
gen, welches eine entscheidende Rolle in der Interaktion von LAK- und Zielzellen spielt
- zeigen NK-92 Zellen eine weit gefiicherte zytotoxische Aktivitit gegeniiber Krebs- und
virusinfizierten Zellen. Die Expression des p58 Rezeptors unterdriickt die NK-Zellaktivitis,
so dab kein AbtSten 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 Uberlegenheit der NK-92 Zellen im
Vergleich zu LAK-Zellen. NK-92 Zellen zeigten eine effektive zytotoxische Aktivitit gegen
Zell-Linien, die sich von den folgenden malignen Erkrankungen ableiteten:

Akute Myeloische Leukémie: HL-60, KG1la, U937, DHL-10

Akute Lymphoblastische Leukdmie: NALM6, TALL-104, CEM/S, CEM/T

Chronisch Myeloische Leukimie: 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

Dariiber hinaus wurden maligne Zell-Linien und Leukémiezellen von Patienten immun-
deﬁ;jenten (SCID) Mausen injiziert. Eine Injektion von bestrahlten NK-92 Zellen konnte
die Uberlebenszeit der so behandelten M#use deutlich steigern und fiihrte in einigen Fllen
sogar zu einer kompletten Heilung der Mause. Diese Untersuchungen wurden unabhiingig
voneinander am Sloan Kettering Cancer Center in New York (9) und dem Terry Fox Labor
in Vancouver im Labor des Mitantragstellers H.G. Klingemann durchgefiihrt.

Die NK-92 Zellen zeichnen sich einerseits durch ihre hohe Zytotoxizitdt 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 Leuksmiezellen selektiv im peripheren Blut abzutSten (11). Die
Gruppe im Wistar Institut hat gegenwirtig Studien abgeschlossen, in denen die Wirksam-
keit der TALL-104 Linie an Hunden getestet wurde, die an malignen Erkrankungen litten.
Sie konnten zeigen, da® durch die intravendse Verabreichung der TALL-104 Zellen eine
Remission der Tumore hervorgerufen wurde.

Yan und Mitarbeiter verglichen am Sloan Kettering Krebsforschungszentrum in New
York die zytotoxische Aktivitit der Tall-104 und NK-92 Zellen und konnten zeigen, daf
NK-92 Zellen wesentlich zytotoxischer gegeniiber malignen Zellen waren und ein breite-
res Spektrum an Zielzellen erkannten (8). Es ist anzumerken, daf die TALL-104 Zellen
gegenwirtig in einer Phase I Studie an Krebspatienten getestet werden.

Aus den folgenden Griinden erwartet man von einer Behandlung mit NK-92 Zellen ei-
ne effektivere Abtdtung maligner Zellen als durch LAK-Zellen, die aus peripherem Blut

gewonnen wurden:

1. LAK-Zellen werden aus peripheren mononukledren Blutzellen gewonnen, in denen sie
etwa 10% der Lymphozytenfraktion représentieren. Um bei einer Expansion bzw.
Voraktivierung der NK-Zellen nicht auch die mit ca. 60 % vorhandenen und fiir eine
Graft versus Host-Reaktion verantwortlichen T-Zellen zu expandieren, ist eine auf-
wendige Anreicherung der NK-Zellen iiber Magnetsiulen notwendig.

9. 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, daf
solche Mechanismen immer noch wirksam sind. Einer dieser Mechanismen konnte zu
einer Toleranzinduktion gegeniiber den Tumorzellen gefiihrt haben, so daf 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 gegeniiber den Tumorzellen

sein sollten.
3. Vergleichende Studien zwischen LAK-Zellen, die von gesund'en Spend.er'n“gewonnen
wurden, und NK-92 Zellen bestitigen die iiberlegene zytotoxische Aktivitat der NK-

5 i i ligner Zellen. Dies trifft noch
92 Zellen. NK-92 Zellen toten ein breiteres Spektrum malig n. D
fiir Effektor/Zielzellen Verhiltnisse zu, bei denen keine LAK-Aktivitat mehr nach-

weisbar ist (7).
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1.5 Préklinische Experimente zur Untersuchung der Sicherheit einer NK-92
Therapie

Um die immortalisierte NK Zell-Linie fiir eine Therapie bei Patienten einsetzen zu kon-
nen, mufite zundchst eine Bestrahlungsdosis bestimmt werden, bei der die Zellen selbst
nicht mehr proliferieren, in ihrer zytotoxischen Aktivitit jedoch nicht eingeschrinkt sind.

Untersuchungen im Labor des Mitantragstellers H.G. Klingemann (7) und am Memo-
rial Sloan Kettering Krebsforschungs Institut haben ergeben, daR eine Bestrahlung mit
geringen Dosen von 500-1000 c¢Gy das weitere Wachstum der NK-92 Zellen zuverlissig
verhindert. Diese Daten konnten zum einen durch 3H-Thymidin Proliferationsassays, aber
auch durch klonogene Assays in Methylzellulose bestétigt werden. Bei den hier beschrie-
benen Bestrahlungsdosen ist die Viabilitit und die zytotoxische Aktivitit der NK-92 Zell-
Linie nicht beeinfluft. Diese Untersuchungen waren eine wichtige Voraussetzung fiir die
Anwendung der Zell-Linie beim Patienten.

Dariiber hinaus waren Untersuchungen wichtig, die zeigten, daR NK-92 Zellen maligne
Zellen spezifisch erkennen und abtdten, aber allogene und gesunde Zellen des Patienten
nicht beeintréchtigten. Hierzu wurden NK-92 Zellen mit himopoetischen Vorliuferzellen
inkubiert und die Proliferation der Stammzellen anschliefend in einem clonogenen Assay
ausgewertet.

Es konnte gezeigt werden, da® NK-92 Zellen die Funktion der Stammzellen nicht beein-
flussen. Dariiber hinaus ergab eine Untersuchung mit humanen Hautzellen keine zytotoxi-
sche Aktivitdt der NK-92 Zellen (13).

Untersuchungen an immuninkompetenten SCID M3susen haben ebenfalls bestétigt, dak
die NK-92 Zellen selbst nicht tumerogen sind. In M&usen, welche mit verschiedenen Konzen-
trationen NK-Zellen intravends behandelt wurden, lieR sich auch 1 Jahr nach Behandlung
keine Tumorbildung nachweisen.

Wie bereits erwihnt, ist die systemische Verabreichung von IL-2, wie sie bei einer Thera-
pie mit autologen oder allogenen LAK-Zellen notwendig wére, der limitierende Faktor fiir
eine entsprechende Therapie. Ein grofer Vorteil der NK-92 Zellen besteht unter anderem
darin, daf noch 48 Stunden, nachdem man ihnen das IL-2 entzogen hat, ihre zytotoxi-
sche Aktivitdt in vollem Umfang erhalten bleibt (7). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
daf eine NK-92 Therapie ohne die zusitzliche systemische Gabe von IL-2 und den damit
einhergehenden Nebenwirkungen moglich ist.

Mit Hilfe der PCR konnte gezeigt werden, daf NK-92 Zellen negativ fiir die Erbsubstanz

der Viren HTLV 1, HIV, HCV, HSV1, HSV2 und CMV1 sind. Sie sind allerdings positiv
fir 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
sténdiger Agitation in 14 Tagen auf 1-10° Zellen pro Ansatz hochgeziichtet werden kénnen.
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 Aktivitdt gegentiber
der K562 Zell-Linie gepriift.
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2 Rationale

Zieht man die zur Verfligung stehenden Daten in Betracht, kann davon ausgegangen
werden, daf einige Patienten mit malignen Erkrankungen von einer Behandlung mit in
vitro expandierten NK-92 Zellen profitieren werden.

Es ist anzunehmen, daR die Immuntherapie mit NK-92 Zellen eine Behandlungsform
darstellt, die andere Behandlungsformen wie z.B. chirurgische Intervention, Radiotherapie
oder Chemotherapie nicht beeintriichtigt.

Wir gehen davon aus, daf all jene Erkrankungen sensitiv gegeniiber 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. Dariiber hinaus kommen auch
all jene Erkrankungen in Frage, bei denen in der Vergangenheit positive Effekte durch
LAK-Zellen erzielt werden konnten. Hierzu zéhlen: Malignes Melanom der Haut, Nierenzell-
Karzinom (Hypernephrom), Leukémien, Multiples Myelom und Non-Hodgkin Lymphome,
sowie Neuroblastome.

3 Kriterien zur Auswahl der zu behandelnden Patienten
3.1 Eingangskriterien

3.1.1 Alter: keine Beschrankung

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 Einschrinkung der Leberfunktion, d.h. Serum-Bilirubin < 2me/dL

3.1.6 Bei Frauen im gebarfihigen Alter muB eine Schwangerschaft ausgeschlossen sein
3.1.7 Der Patient muR im Vollbesitz seiner geistigen Kréfte 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 fiir eine Therapie mit NK-92 Zellen vorgesehen:
Akute lymphatische Leukémie
Chronische myeloische Leukémie
Non-Hodgkin Lymphom
Hodgkin Lymphom
kindliche Sarkome
Neuroblastom

Hirntumore .
bei denen es zu einem Riickfall nach autologer oder allogener Stammzelltransplantation

gekommen ist oder herkémmliche Behandlungsformen versagt haben, so daf nur durch
experimentelle Ansétze eine Aussicht auf Heilung besteht.

3.2 Ausschlufikriterien

3.2.1 Aktive, symptomatische Beeintrichtigung des Zentralen Nervensystems (ZNS), wenn

eine andere Grunderkrankung als ein Hirntumor vorliegt.
3.2.9 Unkontrollierte, lebensbedrohliche Infektionen
3.2.3 Modifizierter Karnofsky Index < 50

3.2.4 Stillende Miitter
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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 Durchfithrbarkeit 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 zusétzliche Dosis (gleiche
Zellzahl) 2 Tage spéter zu geben. Gem#R dem Protokoll der Phase I, sollen 3 Patienten
mit jeder Zelldosis (107, 3 - 10%, 5 - 10° pro m? Kérperoberfliche) behandelt werden.

Die Dosis, bei der sich keine ernstzunehmenden Nebenwirkungen fiir den Patienten er-
geben haben wird in der Phase II eingesetzt, die zunschst 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-tigige Kultivierung der
Zellen in X-Vivo 10 Medium (BioWhittaker) statt. AnschlieRend 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 2h vor NK-92 Gabe mit 0,45%
NaCl/2,5% Glucose (3000m1/24n m?Kérperoberfiiche) und 7,45% KC1 (60 ml/94h m2Korperoberflsche )
hydriert. Beginnend am Tag der NK-92 Behandlung und fiir die darauffolgenden 5 Tage
werden téglich 200 mg/m2Ksrperoberfidche 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.

Finfzehn Minuten vor Transfusion der NK-92 Zellen wird die folgende Pramedikation
verabeicht:

Prednison 2 mg/kg
Clemastin (Tavegil®) 2 mg/m2Kérperoberfiiche 1. v.

Die Préamedikation ist notwendig, da die NK-Zellen noch einige Zytokine freisetzen kénnten,
welche beim Patienten zu ungewollten Nebenwirkungen fiihren kénnten.

5.3 Parallel durchgefiihrte 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, aufer der Patient leidet unter einer lebensbedrohen-

den Infektion aufgrund einer Neutropenie. Hydroxyurea sollte 24 Stunden vor Beginn der
NK-92 Therapie abgesetzt werden.
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5.4 Behandlung akut auftretender Nebenwirkungen:

Fieber Paracetamol, Metamizol

Sphmerzen Paracetamol, Metamizol, Morphin

Ubelkeit Ondansetron 0.15mg/kg i.v.

Pruritus Clemastin (Tavegil®) 2 mg/m?Ksrperoberfische i. v.

Rash, Urticaria Clemastin (Tavegil®) 2 mg/m?Korperoberfische i. v.
Anaphylaxie = NK-92 Infusion abbrechen,
Clemastin (Tavegil®) 2mg/m2Ksrperoberfiiche i. v.
Epinephrine (1:10000) 5ml i. v.
Prednison 2 mg/kg
05 und NaCl 0,9 % p. i. nach Bedarf

5.5 Die Patienten werden bis auf weiteres stationsr aufgenommen. Wenn keine Kompli-
kationen auftreten, kénnen 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 - 10°
NK-92 Zellen/m? gut toleriert wird, wenn sie im Abstand von 2 Tagen insgesamt 2 Mal ver-
abreicht wird. Hierbei wird zunichst bei 3 Patienten mit einer Dosis von 1 - 10° Zellen/m?
begonnen. Wenn bei mindestens einem Patienten eine Toxizitét 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 Toxizitdt des Grades = I bei zwei Patienten oder = II bei
cinem Patienten auftritt. In der 2. und 3. Dosis-Steigerung werden 3 - 109 NK-92 Zellen/m?2
und 5 - 109 NK-92 Zellen/rs? infundiert. Es wird angenommen, da® damit die geringste toxi-
sche Dosis erreicht wird, wobei die geringste toxische Dosis definiert wird als die minimale
Dosis bei der eine Toxizitit auftreten kann.

Die Phase IT Komponente dieser Studie wird in zwei Schritten geméf der Methode
von Simon (14) angelegt. Diese Methode ist darauf angelegt, die Exposition von Patienten
gegeniiber einer ineffektiven Therapie so gering wie méglich zu halten und gleichzeitig zu
bestimmen, ob eine bestimmte Behandlung cine ausreichende Wirksamkeit hat, um eine
Weiterentwicklung der Therapieform zu begriinden. Nach der Behandlung von 17 Patienten
(1. Schritt) werden die ermittelten Daten beurteilt und iiber eine Fortsetzung der Studie

entschieden (2. Schritt) (siehe 6.2).

6.2 Die 0-Hypothese (Hp) testet, ob die Behandlung zu keinem nennenswerten Effekt fiihrt.

Die Alternativhypothese besagt, da® die Wahrscheinlichkeit fiir Erfolg mindestens dem ge-
wollten Zieleffekt entspricht. Die unten aufgefiihrte Tabelle gibt die Ablehnungskriterien
der Hypothesen wieder, bei denen die mogliche Ansprechbarkeit auf ein nicht wir1<§ames
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 Trrtumswahrscheinlich-

keit von 10% (alpha = 0.1; beta = 0.1).
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Kalkulation fiir den 1. Schritt der Phase II-Studie nach Simon (14)
Wahrscheinlichkeit ein nicht wirksames Medikament fiir effektiv zu halten alpha = 0.1
Wahrscheinlichkeit ein wirksames Medikament falschlich abzulehnen beta = 0.1

Moglicher Effekt ei- Moglicher Effekt ei- Studiengrofe des 1. Kein Erfolg der Stu-
nes nicht wirksamen nes gut wirksamen Schritts der Phase die wenn der mégli-
Medikamentes Medikamentes II che Effekt <

0,20 0,40 17 Patienten 3 Patienten

Das bedeutet, daf 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 Auswertung
7.1 Untersuchungen, die aus Sicherheitsaspekten durchgefiihrt werden

Komplette Anamnese, korperliche Untersuchung, Réntgenuntersuchung des Thorax und
EKG vor Behandlung. Kérperliche Untersuchung téglich an Tag 1-5. Am Tag 1 und Tag 3

der Therapie werden die Elektrolyte, AST, Bilirubin, Kreatinin, Harnséure und Harnstoff
kontrolliert.

Differentialblutbild vor Behandlung und Tag 1-5.
Feststellung der Infektionsparameter (HBV, HCV, HIV, CMV, EBV).

Zur Feststellung einer moglichen in wivo 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
Zeitabsténden nach Therapie. Bei Erfolg der Therapie ist dariiber hinaus eine halbjéhrliche
Kontrolle der Patienten vorgesehen.

7.2 Untersuchungen zur Feststellung der Effizienz der NK-92 Behandlung
7.2.1 Definition des Ansprechens auf die Behandlung

¢ Leukiimie:

Komplette Remission (KR):

Der Patient hat eine komplette Remisson erreicht, wenn folgende Kriterien erfiillt
sind:

— Im peripheren Blut sind keine leukéimischen Blasten nachweisbar.

— Der Prozentsatz an leukéimischen Blasten im Knochenmark betréigt 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¢/dL, Thrombozyten > 100 - 10° 1/, weife Blutzellen
> 1,5 10° /L.

— Der Patient ist nicht transfusionspflichtig, d.h. unabhéngig von Erythrozyten-
und Thrombozyten-Konzentraten.

Partielle Remission (PR):

Der Patient hat eine partielle Remission erreicht, wenn folgende Kriterien erfiillt sind:
— Der Prozentsatz an leukimischen Blasten hat sich um die Halfte verringert.

— Bei Vorhandensein von karyotypischen Abnormalitdten hat sich die Anzahl po-
sitiver Metaphasen um die Halfte 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 Riickfalls. Um die Effizienz der
NK-92 Zelltherapie zu untersuchen, werden die Patienten, die eine Remission errei-
chen nur dann zusétzlich mit Chemotherapeutika behandelt, wenn sie einen Riickfall

erleiden.
Lymphome und solide Tumoren

Die Tumorgrofe wird sowohl vor als auch zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Behandlung bestimmt. Durch bildgebende Verfahren wird mbglichst objektiv das Tu-
morvolumen bestimmt (Lénge 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 Réntgen-Untersuchungen An-
wendung. Kann die Groke nicht direkt ermittelt werden, wie z.B. bei Knochen-
Szintigrammen, sollte der prozentuale Unterschied von mindestens zwei Beobachtern

geschitzt werden.

Komplette Remission (CR):

Abwesenheit jeglicher Manifestationen, Anzeichen und Symptome des zugru.ndelie-
genden Tumors, einschlieflich biochemischer und réntgenologischer Nachweise, an

zwei unterschiedlichen Zeitpunkten fiir mindestens 30 Tage.

Partielle Remission:
Reduktion des gesamten Tumorvolumens um mindestens 1/3 fiir mindestens 30 Tage,
unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt. Es

d. h. das Tumorvolumen wird an zwel : ‘ m
diirfen keine neuen Lisionen entstanden sein oder sich bereits bestehende Lisionen

vergrofert haben.
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H. Studienprotokoll der klinischen Studie bei Kindern und Jugendlichen

Stabile Krankheit/Keine Veréinderung;:

Keine objektive Versnderung bei mefbaren Tumoren (< 1/3 Zunahme oder Abnahme
des Tumorvolumens), sowie kein Auftreten von neuen Lasionen oder der Progression
von Lisionen wahrend der ersten 90 Tage nach Studienbeginn.

Fortschreitende Krankheit (PD):

Auftreten von neuen Lisionen oder Zunahme von mefbaren Lésionen um wenigstens
1/3 des Tumorvolumens.

Gesamt-Uberleben und Progressionsfreies Uberleben (PFS):

Kalkulation ab dem Tag der Behandlung.
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1. Studienprotokoll der klinischen Studie bei erwachsenen Patienten

Protokoll-Synopsis

Titel:

Ziel:

Indikationen:

Alter:

Behandlung;:

Klinische Studie (Phase I/II) zur Untersuchung der Vertréglichkeit und
Effizienz einer Behandlung von erwachsenen Patienten mit fortgeschrit-

tenen Krebserkrankungen und Leukdmien mit der immortalisierten Na-
tiirlichen Killer Zell-Linie NK-92.

Die Studie der Phase I/1I soll die Vertraglichkeit einer intravendsen In-
fusion von bestrahlten, hochst zytotoxischen NK-92 Zellen bei Krebspa-
tienten untersuchen. Dariiber hinaus soll untersucht werden, ob die ver-
abreichte Dosis bestrahlter NK-92 Zellen zu einer Regression des Tumors
fiihrt.

Himatologische, maligne Erkrankungen ohne kurative Behandlungsmog-
lichkeit. Im einzelnen:

Patienten mit Akuter lymphatischer oder myeloischer Leukidmie
(ALL/AML)

Chronisch myeloischer Leukamie

Non-Hodgkin Lymphom

Multiplem Myelom

Hodgkin Lymphom

Mamma-Ca (sofern die Patienten im Rahmen einer Stammazelltherapie
von der Med. Klinik IIT betreut werden)

und bei denen es zu einem Riickfall nach autologer oder allogener
Stammzelltransplantation gekommen ist oder herkémmliche Behand-
lungsformen versagt haben, so daf nur durch experimentelle Ansitze
eine Aussicht auf Heilung besteht.

> 18 Jahre

Es handelt sich um eine offene, einarmige klinische Studie der Phase
I/11, 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-vertriglichen 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. Geméf dem Studienprotokoll der Phase I sollen je drei Pa-
tienten mit 10°, 3-10° oder 1-10'% NK-92 Zellen pro m? Kérperoberfiiche
behandelt werden.

Die Dosis NK-92 Zellen, die nach dieser Phase I Studie als vertréglich
eingestuft werden kann, wird in der Phase II Studie Anwendung finden,
fiir die initial 17 Patienten vorgesehen sind. Wie bereits erwihnt, werden
die NK-92 Zellen vor Infusion bestrahlt, um eine Proliferation der Zellen
in vivo zu vermeiden.
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1 Einleitung

(]i.l Charakteristika von Natiirlichen Killer Zellen und ihre klinische Anwen-
ung

Natﬁrlic.he Killer (NK) Zellen treten im peripheren Blutkreislauf auf und machen etwa
1% aller zirkulierender Lymphozyten aus. NK-Zellen kénnen entartete oder viral infizierte
Zellen ohne vorherige Sensibilisierung, wie es etwa fiir die zytotoxische Aktivitét von T-
Zellen Bedingung ist, erkennen und abtdten. Einige Zielzellen sind durch Expression von
humanen Leukozyten Antigenen (HLA) der Klasse I in der Lage, die zytolytische Aktivitat
von NK-Zellen zu vermindern und so einer Zytolyse durch NK-Zellen zu entkommen. Eine
verminderte Expression von HLA Klasse I Molekiilen auf Zielzellen, deren Inhibition oder
Blockierung, kénnen im Gegensatz dazu die NK-Aktivitét steigern(1).

Natiirliche Killer Zellen kénnen 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 abt&ten kénnen. 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 kénnen diese Funktion erfiillen. Eine Therapie mit ez vivo aktivierten und
expandierten NK-Zellen fand bereits bei Patienten mit verschiedensten fortgeschrittenen
Tumoren Anwendung und hat bei Patienten mit malignem Melanom, Nierenzellkarzinom
sowie Leukéimien 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 durchfiihrbar.

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 ez 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 durchgefiihrt. Die erzielten Ergebnisse sind mit einem
60 %-igen riickfallfreien Uiberleben bemerkenswert und weisen darauf hin, daf eine Behand-
lung mit LAK-Zellen durchaus zu einem anti-leukimischen Effekt fithren kann. Nachteile
liegen bei der hier praktizierten Behandlungsweise in einem hohen Thrombozytenverlust
wihrend der Leukapheresen und in den Nebenwirkungen der zusatzlich 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 kryokonserwe?ter.l LAK-
Zellen behandelt und keine Beeintréchtigung des Engraftment oder andere signifikante

Nebenwirkungen festgestellt (5).

n Patienten mit therapierefraktérer maligner

1.2 Behandlungsmdglichkeiten vo ;
ch Stammzelltransplantation

Erkrankung und/oder Riickfall na

welche auf konventionelle Chemo- und Radiothe-
Krankheitsverlauf leiden, ist zur Zeit
e nach einer Hoch-Dosis Chemothera-
ammzellsupport

Die Behandlung von Krebspatienten, .
rapie nicht ansprechen und unter einem pro.gresswer%
auf experimentelle Ansétze beschrinkt. Patienten, di 1 0
pie und unterstiitzender Radiotherapie mit allogenem oder autologem

einen Riickfall erleiden, haben generell eine schlechte Prognose.
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Die Immuntherapie durch Verabreichung von Interleukinen, Tumorantigen-prisentierenden
dendritischen Zellen oder zytotoxischen T- und NK-Zellen findet zunehmend Beriicksichti-
gung. Die Anwendung dieser Therapieformen hat den Vorteil, daff sie andere Behandlungs-
methoden, wie die Hochdosis-Chemotherapie, nicht ausschliefen.

Zur Gewinnung von LAK-Zellen muf der Patient nach bisherigen Protokollen einige
Tage systemisch mit IL-2 behandelt werden und sich anschliefend einer Leukapherese un-
terziehen. Die NK-Zellen kénnen so in der Fraktion der mononuklediren Zellen gewonnen
werden. Durch darauffolgende ez vivo Inkubation der Zellen mit IL-2 werden die NK-Zellen
zu LAK-Zellen. Werden die LAK-Zellen schlieRlich retransfundiert, miissen 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 fiir 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 granulirem 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, daR sie das CD16 Antigen
(FC-Rezeptor) nicht exprimiert. Der Fc-Rezeptor bindet den Fe-Teil von Immunglobulinen
und ist somit in die Antikérper vermittelte Zytotoxizitit (ADCC) von NK-Zellen involviert.
Die zytotoxische Aktivitit von NK-92 Zellen wird in erster Linie durch die Freisetzung von
Perforin durch Granulozyten vermittelt, welches die Membran der Zielzelle fiir die von
LAK-und NK-92 Zellen abgegebenen Esterasen durchgéingig macht. Die Esterasen fiihren
schlieflich zu einer Zerstérung der betroffenen Zellen.

Im Vergleich zu LAK-Zellen sind NK-92 Zellen um ein Vielfaches zytolytischer, bzw.
zytotoxischer, bezogen auf die fiir eine Zytolyse notwendige Zellzahl. Dariiber hinaus ver-
mogen NK-92 Zellen ein weitaus breiteres Spektrum von Tumor Zell-Linien und primérer
Tumoren abzutdten (7-9). Die Kulturbedingungen, die IL-2 Abhéngigkeit, die Oberfli-
chenmolekiile und das zytotoxische Profil der NK-92 Zellen wurden bereits ausfiihrlich
beschrieben (6).

Da NK-92 Zellen den p58 Oberflichenmarker nicht exprimieren - ein Oberflichenanti-
gen, welches eine entscheidende Rolle in der Interaktion von LAK- und Zielzellen spielt
- zeigen NK-92 Zellen eine weit geficherte zytotoxische Aktivitit gegeniiber Krebs- und
virusinfizierten Zellen. Die Expression des p58 Rezeptors unterdriickt die NK-Zellaktivitit,
so daf kein Abtéten 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 Uberlegenheit der NK-92 Zellen im
Vergleich zu LAK-Zellen. NK-92 Zellen zeigten eine effektive zytotoxische Aktivitét gegen
Zell-Linien, die sich von den folgenden malignen Erkrankungen ableiteten:

Akute Myeloische Leukdmie: HL-60, KG1a, U937, DHL-10

Akute Lymphoblastische Leukéimie: NALMS6, TALL-104, CEM/S, CEM/T

Chronisch Myeloische Leukémie: 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

Dariiber hinaus wurden maligne Zell-Linien und Leukimiezellen von Patienten immun-
defizienten (SCID) Mé&usen injiziert. Eine Injektion von bestrahlten NK-92 Zellen konnte
die Uberlebenszeit der so behandelten M&use deutlich steigern und fiihrte in einigen Fallen
sogar zu einer kompletten Heilung der M&use. Diese Untersuchungen wurden unabhingig
voneinander am Sloan Kettering Cancer Center in New York (9) und dem Terry Fox Labor
in Vancouver im Labor des Mitantragstellers H.G. Klingemann durchgefiihrt.

Die NK-92 Zellen zeichnen sich einerseits durch ihre hohe Zytotoxizitdt 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 Leukimiezellen selektiv im peripheren Blut abzut6ten (11). Die
Gruppe im Wistar Institut hat gegenwirtig Studien abgeschlossen, in denen die Wirksam-
keit der TALL-104 Linie an Hunden getestet wurde, die an malignen Erkrankungen litten.
Sie konnten zeigen, daf durch die intravendse Verabreichung der TALL-104 Zellen eine
Remission der Tumore hervorgerufen wurde.

Yan und Mitarbeiter verglichen am Sloan Kettering Krebsforschungszentrum in New
York die zytotoxische Aktivitdt der Tall-104 und NK-92 Zellen und konnten zeigen, daf
NK-92 Zellen wesentlich zytotoxischer gegeniiber malignen Zellen waren und ein breite-
res Spektrum an Zielzellen erkannten (8). Es ist anzumerken, daff die TALL-104 Zellen
gegenwirtig in einer Phase I Studie an Krebspatienten getestet werden.

Aus den folgenden Griinden erwartet man von einer Behandlung mit NK-92 Zellen ei-
ne effektivere Abtétung maligner Zellen als durch LAK-Zellen, die aus peripherem Blut

gewonnen wurden:

1. LAK-Zellen werden aus peripheren mononukleéren Blutzellen gewonnen, in denen sie
etwa 10% der Lymphozytenfraktion représentieren. Um bei einer Expansion bzw.
Voraktivierung der NK-Zellen nicht auch die mit ca. 60 % vorhandenen und fiir eine
Graft versus Host-Reaktion verantwortlichen T-Zellen zu expandieren, ist eine auf-
wendige Anreicherung der NK-Zellen {iber Magnetsdulen notwendig.

9. 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, daf

solche Mechanismen immer noch wirksam sind. Einer di ‘
einer Toleranzinduktion gegeniiber den Tumorzellen gefithrt haben, so daf 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 gegeniiber den Tumorzellen

sein sollten.

eser Mechanismen kénnte zu

chen LAK-Zellen, die von gesunden Spendern gewonnen
itberlegene zytotoxische Aktivitit der NK-
Spektrum maligner Zellen. Dies trifft noch
keine LAK-Aktivitat mehr nach-

3. Vergleichende Studien zwis
wurden, und NK-92 Zellen bestétigen die
92 Zellen. NK-92 Zellen toten ein breiteres
fiir Effelstor/Zielzellen Verhdltnisse zu, bei denen

weisbar ist (7).
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1.5 Priklinische Experimente zur Untersuchung der Sicherheit einer NK-92
Therapie

Um die immortalisierte NK Zell-Linie fiir eine Therapie bei Patienten einsetzen zu kon-
nen, mufte zunichst eine Bestrahlungsdosis bestimmt werden, bei der die Zellen selbst
nicht mehr proliferieren, in ihrer zytotoxischen Aktivitét jedoch nicht eingeschrinkt sind.

Untersuchungen im Labor des Mitantragstellers H.G. Klingemann (7) und am Memo-
rial Sloan Kettering Krebsforschungs Institut (9) haben ergeben, daf eine Bestrahlung
mit geringen Dosen von 500-1000 cGy das weitere Wachstum der NK-92 Zellen zuverlds-
sig verhindert. Diese Daten konnten zum einen durch 3H-Thymidin Proliferationsassays,
aber auch durch klonogene Assays in Methylzellulose bestitigt werden. Bei den hier be-
schriebenen Bestrahlungsdosen ist die Viabilitdt und die zytotoxische Aktivitat der NK-92
Zell-Linie nicht wesentlich beeinfluft(10). Untersuchungen an immuninkompetenten SCID
Msusen haben ebenfalls bestétigt, daf die NK-92 Zellen selbst nicht tumerogen sind. In
Miusen, welche mit verschiedenen Konzentrationen NK-Zellen intravends, subcutan oder
intraperitoneal behandelt wurden, lieR sich keine Tumorbildung nachweisen (9). Diese Un-
tersuchungen waren eine wichtige Voraussetzung fiir die Anwendung der Zell-Linie beim
Patienten.

Dariiber hinaus waren Untersuchungen wichtig, die zeigten, daf NK-92 Zellen maligne
Zellen spezifisch erkennen und abtdten, aber allogene und gesunde Zellen des Patienten
nicht beeintrichtigten. Hierzu wurden NK-92 Zellen mit h&mopoetischen Vorlduferzellen
inkubiert und die Proliferation der Stammzellen anschliefend in einem clonogenen Assay
ausgewertet.

Es konnte gezeigt werden, daft NK-92 Zellen die Funktion der Stammzellen nicht beein-
flussen(7). Dariiber hinaus ergab eine Untersuchung mit humanen Hautzellen keine zyto-
toxische Aktivitat der NK-92 Zellen (14).

Wie bereits erwéahnt, ist die systemische Verabreichung von IL-2, wie sie bei einer Thera-
pie mit autologen oder allogenen LAK-Zellen notwendig wére, der limitierende Faktor fiir
eine entsprechende Therapie. Ein grofer Vorteil der NK-92 Zellen besteht unter anderem
darin, daff noch 48 Stunden, nachdem man ihnen das IL-2 entzogen hat, ihre zytotoxi-
sche Aktivitdt in vollem Umfang erhalten bleibt (7). Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
daf eine NK-92 Therapie ohne die zusitzliche systemische Gabe von IL-2 und den damit
einhergehenden Nebenwirkungen méglich ist.

Mit Hilfe der PCR konnte gezeigt werden, daft NK-92 Zellen negativ fiir die Erbsubstanz
der Viren HTLV 1, HIV, HCV, HSV1, HSV2 und CMV1 sind. Sie sind allerdings positiv
fiir das Epstein-Barr-Virus (EBV)(6). Weiterfithrende 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
stdndiger Agitation in 14 Tagen auf 1-10° Zellen pro Ansatz hochgeziichtet werden kénnen.
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

iberpriift. Zus#tzlich wird die zytotoxische Aktivitdt der expandierten und bestrahlten
NK-92 Zellen gegeniiber der Zell-Linie K562 gepriift.
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2 Rationale

Zieht man die zur Verfiigung stehenden Daten in Betracht, kann davon ausgegangen
werden, daff einige Patienten mit malignen Erkrankungen von einer Behandlung mit in
vitro expandierten NK-92 Zellen profitieren werden.

Es ist anzunehmen, daff die Immuntherapie mit NK-92 Zellen eine Behandlungsform
darstellt, die andere Behandlungsformen wie z.B. chirurgische Intervention, Radiotherapie
oder Chemotherapie nicht beeintréchtigt.

Wir gehen davon aus, daf all jene Erkrankungen sensitiv gegeniiber 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. Dariiber hinaus kommen auch
all jene Erkrankungen in Frage, bei denen in' der Vergangenheit positive Effekte durch
LAK-Zellen erzielt werden konnten. Hierzu zihlen: Malignes Melanom der Haut, Nierenzell-
Karzinom (Hypernephrom), Leukémien, 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 Einschrankung der Leberfunktion, d.h. Serum-Bilirubin < 2 mg/dL
3.1.6 Bei Frauen im gebérfhigen Alter muf eine Schwangerschaft ausgeschlossen sein
3.1.7 Der Patient muf im Vollbesitz seiner geistigen Krifte sein und seine Einwilligung zu
der Behandlung geben
3.1.8 Folgende Erkrankungen sind fiir eine Behandlung mit NK-92 vorgesehen:
Himatologische maligne Erkrankungen ohne kurative Behandlungsmoglichkeit. Im ein-
zelnen:
Patienten mit Akuter lymphatischer oder myeloischer Leukémie (ALL/AML)
Chronisch myeloischer Leukémie
Non-Hodgkin Lymphom
Multiplem Myelom
Hodgkin Lymphom

Mamma-Ca
und bei denen es zu einem Riickfall nach autologer oder allogener Stammzelltransplan-

tation gekommen ist oder herkémmliche Behandlungsformen versagt haben, so dak nur

durch experimentelle Ansétze eine Aussicht auf Heilung besteht.

3.2 Ausschlufkriterien

3.2.1 Aktive, symptomatische Beeintrichtigung des Zentralen Nervensystems (ZNS).

3.2.2 Unkontrollierte, lebensbedrohliche Infektionen
3.9.3 Modifizierter Karnofsky Index < 50
3.9.4 Schwangerschaften oder stillende Miitter
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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 Durchfiihrbarkeit 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 zusétzliche Dosis (gleiche
Zellzahl) 2 Tage spéter zu geben. Geméf dem Protokoll der Phase I, sollen 3 Patienten
mit jeder Zelldosis (107, 3-10%, 1 - 10! pro m? Kérperoberfliche) behandelt werden.

Die héchste Dosis, bei der sich keine ernstzunehmenden Nebenwirkungen fiir den Pati-
enten ergeben haben wird in der Phase II eingesetzt, die zunéchst 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-tégige Kultivierung der
Zellen in X-Vivo 10 Medium (BioWhittaker) statt. AnschlieRend werden die NK-92 Zellen
mit 1000cGy bestrahlt. Die Zellen werden dann innerhalb von 3 Stunden transfundiert.

5.2 Zusatzbehandlung der Patienten

Die an der Studie teilnehmenden Patienten werden ab 2h vor NK-92 Gabe mit 0,45%
NaCl/2,5% Glucose (3000ml/24h m2Kérperoberfische) und 7,45 % KCl1 (60ml/24h m?Ksrperoberfléche)
hydriert. Beginnend am Tag der NK-92 Behandlung und fiir die darauffolgenden 5 Tage
werden téglich 200 mg/m2Kérperoberfiiche 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.

Finfzehn Minuten vor Transfusion der NK-92 Zellen wird die folgende Primedikation
verabeicht:

Prednison 2mg/kg
Clemastin (Tavegil®) 2 me/m2Ksrperoberfisiche i. .

Die Pramedikation ist notwendig, da die NK-Zellen noch einige Zytokine freisetzen kénnten,
welche beim Patienten zu ungewollten Nebenwirkungen fithren kénnten.

5.3 Parallel durchgefiihrte 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, aufer der Patient leidet unter einer lebensbedrohen-

den Infektion aufgrund einer Neutropenie. Hydroxyurea sollte 24 Stunden vor Beginn der
NK-92 Therapie abgesetzt werden.
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5.4 Behandlung akut auftretender Nebenwirkungen:

Fieber Paracetamol, Metamizol

§chmerzen Paracetamol, Metamizol, Morphin

Ubelkeit Ondansetron 0.15mg/kg i.v. 0.a. Substanz
Pruritus Clemastin (Tavegil®) 2 mg/m2Ksrperoberfliiche 1. V.

Rash, Urticaria Clemastin (Tavegﬂ@) 2mg/m2K6rperoberﬂéiche I v.
Anaphylaxie  NK-92 Infusion abbrechen,
Clemastin (Tavegﬂ@) ng/mzKﬁrperoberﬂéiche i v.
Epinephrine (1:10000) 5ml i. v.
Prednison 2 mg/kg
O2 und NaCl 0,9 % p. i. nach Bedarf

5.5 Die Patienten werden bis auf weiteres stationsr aufgenommen. Wenn keine Kompli-
kationen auftreten, kénnen 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 - 10°
NK-92 Zellen/m2 gut toleriert wird, wenn sie im Abstand von 2 Tagen insgesamt 2 Mal ver-
abreicht wird. Hierbei wird zunéichst bei 3 Patienten mit einer Dosis von 1 - 107 Zellen/m>
begonnen. Wenn bei mindestens einem Patienten eine Toxizitdt > 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 Toxizitit des Grades > I bei zwei Patienten oder > II bei
einem Patienten auftritt. In der 2. und 3. Dosis-Steigerung werden 3-10° NK-92 Zellen/m? und
1 - 100 NK-92 Zellen/m? infundiert. Es wird angenommen, daf damit die geringste toxische
Dosis erreicht wird, wobei die geringste toxische Dosis definiert wird als die minimale Dosis
bei der eine Toxizitdt auftreten kann.

Die Phase II Komponente dieser Studie wird in zwei Schritten geméf der Methode
von Simon (14) angelegt. Diese Methode ist darauf angelegt, die Exposition von Patienten
gegeniiber einer ineffektiven Therapie so gering wie méglich zu halten und gleichzeitig zu
bestimmen, ob eine bestimmte Behandlung eine ausreichende Wirksamkeit hat, um eine
Weiterentwicklung der Therapieform zu begriinden. Nach der Behandlung von 17 Patienten
(1. Schritt) werden die ermittelten Daten beurteilt und {iber eine Fortsetzung der Studie

entschieden (2. Schritt) (siehe 6.2).

6.2 Die 0-Hypothese (Hy) testet, ob die Behandlung zu keinem nennenswerten Effekt fiihrt.
Die Alternativhypothese besagt, daf die Wahrscheinlichkeit fiir Erfolg mindestens dfam ge-
wollten Zieleffekt entspricht. Die unten aufgefithrte Tabelle gibt die Able}%nungs.krltenen
der Hypothesen wieder, bei denen die mdgliche Ansprechbarkeit auf ein mcpt erkjsames
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 fiir den 1. Schritt der Phase II-Studie nach Simon (14)
Wahrscheinlichkeit ein nicht wirksames Medikament fiir effektiv zu halten alpha = 0.1
Wahrscheinlichkeit ein wirksames Medikament falschlich abzulehnen beta = 0.1

Moglicher Effekt ei- Mdglicher Effekt ei- Studiengréfe des 1. Kein Erfolg der Stu-
nes nicht wirksamen nes gut wirksamen Schritts der Phase die wenn der mogli-
Medikamentes Medikamentes II che Effekt <

0,20 0,40 17 Patienten 3 Patienten

Das bedeutet, daf 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 Auswertung
7.1 Untersuchungen, die aus Sicherheitsaspekten durchgefithrt werden

Komplette Anamnese, kérperliche Untersuchung, Rontgenuntersuchung des Thorax und
EKG vor Behandlung. Korperliche Untersuchung téglich an Tag 1-5. Am Tag 1 und Tag 3
der Therapie werden die Elektrolyte, AST, Bilirubin, Kreatinin, Harnsdure und Harnstoff
kontrolliert.

Differentialblutbild vor Behandlung und Tag 1-5.
Feststellung der Infektionsparameter (HBV, HCV, HIV, CMV, EBV).

Zur Feststellung einer mdglichen 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
Zeitabstdnden nach Therapie. Es ist dariiber hinaus eine halbjéhrliche Kontrolle der Pati-
enten vorgesehen. Um eventuelle immunologische Abwehrreaktionen des Empfingers fest-
stellen zu konnen, wird vor jeder Behandlung und zu verschiedenen Zeitpunkten nach
der Transfusion ein Crossmatch durchgefiihrt, mit dem Antikérper gegen NK-92 Antigene
festgestellt werden kénnen. Durch eine Mixed Lymphocyte Culture (MLC) soll untersucht
werden ob die NK-92 Transfusion ebenfalls zur Induktion einer T-Zell Antwort fiihrt.

7.2 Untersuchungen zur Feststellung der Effizienz der NK-92 Behandlung

7.2.1 Definition des Ansprechens auf die Behandlung

e Leukimie:

Komplette Remission (KR):

Der Patient hat eine komplette Remisson erreicht, wenn folgende Kriterien erfiillt
sind:

~ Im peripheren Blut sind keine leuk&imischen Blasten nachweisbar.
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— Der Prozentsatz an leukdmischen Blasten im Knochenmark betrégt 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 Wegte von Hb > 9&/dL, Thrombozyten > 100 - 10° 1/1, weife Blutzellen
> 1,5 107 1/L.

— Der Patient ist nicht transfusionspflichtig, d.h. unabhéngig von Erythrozyten-
und Thrombozyten-Konzentraten.

Partielle Remission (PR):

Der Patient hat eine partielle Remission erreicht, wenn folgende Kriterien erfiillt sind:
— Der Prozentsatz an leukdmischen Blasten hat sich um die Hélfte verringert.

— Bei Vorhandensein von karyotypischen Abnormalitidten hat sich die Anzahl po-
sitiver Metaphasen um die Hélfte 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 Riickfalls. Um die Effizienz der
NK-92 Zelltherapie zu untersuchen, werden die Patienten, die eine Remission errei-
chen nur dann zusitzlich mit Chemotherapeutika behandelt, wenn sie einen Riickfall

erleiden.
Lymphome und solide Tumoren

Die Tumorgrofe wird sowohl vor als auch zu verschiedenen Zeitpunkten nach der
Behandlung bestimmt. Durch bildgebende Verfahren wird moglichst objektiv das Tu-
morvolumen bestimmt (Linge 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 Rontgen-Untersuchungen An-
wendung. Kann die Grofe nicht direkt ermittelt werden, wie z.B. })ei Knochen-
Szintigrammen, sollte der prozentuale Unterschied von mindestens zwei Beobachtern

geschétzt werden.

Komplette Remission (CR):

Abwesenheit jeglicher Manifestationen, Anzeichen und Sympt?me des zugrufadelie-
genden Tumors, einschlieRlich biochemischer und rontgenologischer Nachweise, an
swei unterschiedlichen Zeitpunkten fir mindestens 30 Tage.
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Partielle Remission:

Reduktion des gesamten Tumorvolumens um mindestens 1/3 fiir mindestens 30 Tage,
d. h. das Tumorvolumen wird an zwei unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmst. Es
diirfen keine neuen Lé#sionen entstanden sein oder sich bereits bestehende Lésionen
vergrofiert haben.

Stabile Krankheit/Keine Verdnderung:

Keine objektive Verdnderung bei mefbaren Tumoren (< 1/3 Zunahme oder Abnahme
des Tumorvolumens), sowie kein Auftreten von neuen Léasionen oder der Progression
von L#sionen wihrend der ersten 90 Tage nach Studienbeginn.

Fortschreitende Krankheit (PD):

Auftreten von neuen Lésionen oder Zunahme von mefibaren Lisionen um wenigstens
1/3 des Tumorvolumens.

Gesamt-Uberleben und Progressionsfreies Uberleben (PFS):

Kalkulation ab dem Tag der Behandlung.
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ANHANG J

Standardarbeitsanweisung fiir den Betrieb des
Suspensions-Bioreaktors

1 Ziel

N ]?ifase Stajldarda;beitsanweisung legt den Aufbau, den Betrieb sowie die Sterilisation und
einigung des perfundierten Suspensionsbioreaktors fiir die Kultivierung d irli
Killerzelllinie NK-92 fest. § der natfrlchen

2 Geltungsbereich

Dieser Abschnitt muss an den jeweiligen Betrieb angepasst ausgefiillt werden.

3 Verantwortlichkeiten

Dieser Abschnitt muss an den jeweiligen Betrieb angepasst ausgefillt werden.

4 Allgemeines

4.1 Baugruppen des Bioreaktors

e Reaktor (bestehend aus ReaktorgefaR mit Magnetriihrstab, pH- und pO2-Elektroden,
Magnetriihrantrieb und Reaktorgestell)
e Zulaufpumpe.

¢ Ablaufpumpe.
¢ Medienvorlageflasche mit Verbindungsschlauch.

¢ Medienablaufflasche mit Verbindungsschlauch.
e Probenahmeschlauch mit Flasche.

e Wirmebad mit Zuleitungen.
e Filtereinheit fiir Gaszulauf mit Verbindungsschlguchen.

¢ Kondensatorflasche mit Verbindungsschlauch.
e Gasversorgungseinheit (bestehend aus Steuereinheit fiir die Gasmischung, Massen-
durchflussventile fiir Og, CO, und Druckluft, Gasflaschen fiir Oz und COg3, Druck-

luftkompressor).

4.2 Verwendete Bauteile

Hersteller
Forschungszentrum Jillich, Jiilich
Forschungszentrum Jiilich, Jiilich

Bauteil
Reaktorgefa
Reaktordeckel
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Bauteil

Hersteller

pH-Einstabmesskette

pO2-Elektrode

pH-Verstérker

pOas-Verstarker

pH-Verbindungskabel
pOs-Verbindungskabel
Magnetriihrantrieb

Schlauchpumpen

Wiérmebad

Schnellkupplungen fiir Warmebadzuleitung
Anschlussstutzen fiir Warmebadzuleitung
Massendurchflussventile (Og, COy, Luft)
Steuereinheit fiir Massendurchflussventile
Druckluftkompressor

Glasflaschen

Deckel fiir Glasflaschen
Deckeldichtungen fiir Glasflaschen
Einsétze fiir Deckel fiir Glasflaschen
Sterilfilter

Wasserbesténdiger Sterilfilter
Schlauchverbinder

Pumpenschléuche

Schweifbarer Schlauch

Silikonschlauch

Teflonschlauch

Kabelbinder

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 Jiilich, Jiilich
Gelman Sciences, Dreieich

Satorius, Gottingen

Carl Roth, Karlsruhe
Watson-Marlow, Rommerskirchen
Baxter Deutschland, Miinchen
BIW Isolierstoffe, Ennepetal
Bohlender, Lauda

Carl Roth, Karlsruhe

4.3 Verwendete Materialien

Material Hersteller

X-Vivo 10 Bio Whittaker, Maryland, USA
Hitzeinaktiviertes humanes Plasma Blutspendedienst Hessen, Frankfurt am Main
Mediensupplement Blutspendedienst Hessen, Frankfurt am Main

Proleukin (IL-2)

Chiron GmbH, Ratingen
Destiliertes Wasser

Blutspendedienst Hessen, Frankfurt am Main

5 Detaillierte Arbeitsanweisung

Alle Arbeiten sind nach den geltenden Vorschriften in einer gentechnischen Anlage Si-
cherheitsstufe 1 durchzufiihren. Bei allen Arbeiten unter der Sterilbank sind Kittel, Hand-
schuhe und Armschiitzer zu tragen. Die Bedienung von Gasflaschen, Druckluftkompressor,
Massendurchflussventilen, Steuereinheit fiir die Gasmischung, pH- und pOg2-Verstérker,

Wiérmebad, Zulaufpumpe, Ablaufpumpe und Magnetriihrantrieb erfolgt nach den Anlei-
tungen der Hersteller.
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pH-Verstarker ’ pO,-Verstarker
I I
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! |
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¢ |

Warmebad

Abbildung J.1: Wirmekreislauf und Messtechnik

5.1 Montage und Aufbau des Bioreaktors

Vor Montage des Bioreaktors sind alle Bauteile auf Sauberkeit zu priifen und eventuell
mit einem Reinigungsmittel riickstandsfrei zu sdubern. Die pH-Elektrode mit zugehérigem
Verstérker ist vor Einbau gem&f der Herstellerangaben zu kalibrieren. Das Zellriickhaltesieb
im Deckel des Bioreaktors ist auf Dichtigkeit zu iiberpriifen. Der Aufbau des Bioreaktors
erfolgt gemaf der Abbildung J.1 beziiglich Warmekreislauf und Messtechnik, gemaf Abbil-
dung J.2 auf der néchsten Seite beziiglich der Begasung und gem&f Abbildung J.3 auf der
néchsten Seite beziiglich des Medienzu- und Ablaufs. Alle nicht ndher bezeichneten Verbin-
dungen sind mit Silikonschlduchen auszufiithren. Alle Schlauchverbindungen sind zusétzlich

mit einem Kabelbinder zu sichern.

5.2 Sterilisation des Bioreaktors

e Vor Sterilisation ist der Reaktor komplett zu montieren. Der Warmekreislauf ist vom
Reaktor vollsténdig zu entfernen.

o pH- und pOq-Verstirker mit Verbindungskabeln sind vom Reaktor zu entfernen.

o Massendurchflussventile fiir Oo, CO4 und Luft, inklusive Steuereinheit sowie die Gas-
flaschen und der Druckluftkompressor sind vom Reaktor zu entfernen.

o Alle anhingenden Flaschen und der Reaktor selbst sind mit destiliertem Wasser bis

zu einer Fiillhohe von 1 cm zu befiillen. . . ‘
e Esist darauf zu achten, dass kein Schlauch des Reaktors in irgendeiner Weise blockiert

ist. . '
e Ein Druckausgleich jedes Geféftes muss durch Sterilfilter gewélhrlelste't sein.
e Alle Sterilfilter sind mit Aluminiumfolie zu umhiillen und miissen mit ihrer Offnung

nach oben zeigen.
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Sterilfilter Verstarker flr
Massendurch-
flussventile

Sterilfilter

NI -
y T I Massendurchfluss
Wt

-ventile fir O,, CO,
Gasflaschen fir

und Luft
O,und CO,,
Druckluftkompressor

Kondensatorgefal

Abbildung J.2: Schema der Begasung

Pumpenschlauche Schlauchpumpen

\\30//

Sterilfilter schweilbarer
L Schlauch

Probenahmeflasche

Abbildung J.3: Medien Zu- und Abliufe
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e Die Anschliisse am Kopf der pH- und pOs-Elektroden sind mit Aluminiumfolie zu
umbhiillen.
e Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven bei 121 °C und 1,2 bar fiir 60 min.

5.3 Steriltestung, Inokulieren und Anfahren des Bioreaktors

e Die Verbindung des Filters am flexiblen Edelstahlschlauch des Bioreaktordeckels ist
mit einer Klemme zu verschlieflen.

e Die Verbindung des Filters des Deckels auf dem Probenahmestutzen des Bioreaktors
ist mit einer Klemme zu verschliefen.

e Die Gaszuleitung sowie die Kondensatorflasche mit Verbindungsschlauch sind offen
zu halten.

e Wihrend des Steriltests ist mit reiner Druckluft zu begasen.

e An dem sterilen Reaktor ist unter einer Sterilbank 0,5L X-Vivo 10 in die Medienfla-
sche zuzugeben und innerhalb von 48h als Steriltest durch den Reaktor zu leiten.

e Wahrend des Steriltests ist die pOs-Elektrode geméf Herstellerangaben zu kalibrie-
ren.

o Nach erfolgreichem Steriltest ist das komplette Kulturmedium unter einer Sterilbank
in die Medienflasche zu fiillen.

e Unter einer Sterilbank sind iiber den seitlichen Stutzen des Bioreaktors die Zellen zu
inokulieren.

e Vom Inokulum ist aus dem Reaktor eine Sterilprobe zu entnehmen.

e Die Verbindungsschliduche der Medienvorlage- und Medienablaufflasche sind mit einer
Klemme zu verschliefien.

e Der Probenahmeschlauch darf nicht mit Fliissigkeit gefiillt sein.

¢ Medienzu- und Medienablaufpumpe bleiben zum Anfahren des Reaktors ausgeschaltet
(Batch-Betrieb).

o Magnetrithrantrieb auf 300 U/min.

o Gaszulauf: 5L/h bestehend aus 91 % Druckluft und 9 % COa.

o Wirmebad: externe Temperatur des Warmebades zwischen 36,5 und 37 °C. Die Re-

gelung des Wirmebades erfolgt am internen Wert.

5.4 Betrieb des Bioreaktors

Der Betrieb des Bioreaktors erfolgt in einer Wanne, die das gesamte Volum.en des Reak-
tors inklusive aller anhéngenden Flaschen auffangen kann. Alle Arbeiten, die ein Offnen des
Bioreaktors erfordern, miissen unter sterilen Bedingungen unter einer Sterilbank erfolgen.

Die Medien- und die Abfallflasche sind bei 4 °C zu lagern.

5.4.1 Wihrend des Betriebes einzuhaltende Parameterbereiche

o pH-Wert<7,3. .
e pO; zwischen 30 und 100 % Luftsattigung. ) ‘ e
e Temperatur des Bioreaktors (= externe Temperatur des Wairmebades): 36,5-37 C.

o Drehzahl des Magnetriihrantriebs zwischen 150 und 700 U/min.
¢ Vordruck vor den Massendurchfussventilen: 1,5-2bar.
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5.4.2 Tégliche Wartung

Optische Kontrolle der Dichtigkeit aller Schlduche und Verbindungen.

Kontrolle des Fiillstandes des Reaktors.

Kontrolle der Funktion des Gaszulaufs und des Gasablaufs.

Ablesen und Protokollieren des pH- und pOg-Wertes.

Kontrolle des Fiillstandes und der Temperatur des Wérmebades.

Kontrolle der Medien- und Abfallflasche.

Kontrolle des Fiillstandes im Probenahmestutzen und eventuelle Entliiftung desselben
(eine Entliiftung darf grundsétzlich nur bei unterbrochener Gaszufuhr durchgefiihrt
werden).

Probenahme (siche Abschnitt ,, Vorgehen bei der Probenahme®).

5.4.3 Woéchentliche Wartung

Kontrolle des Drucks der Gasflaschen und der Druckhalteventile.
Entliiftung des Olfilters am Druckluftkompressor.

5.4.4 Vorgehen bei der Probenahme

Vor der Probenahme muss der Probenahmeschlauch gespiilt werden.

Die Probenahme erfolgt durch Einleiten von Zellsuspension in den Probenahme-
schlauch und anschliefendes steriles Abschweifien eines 16 cm langen Schlauchstiickes.
Nach der Probenahme ist die restliche Zellsuspension im Probenahmeschlauch wieder
vollstandig in den Reaktor zuriickzufiihren.

Das abgeschweifite Stiick Schlauch wird in ein kleines Reaktionsgefafl entleert.

Die Zellen werden gezéhlt, die restliche Zellsuspension wird abzentrifugiert und der
zellfreie Uberstand bei -20 °C eingefroren.

5.4.5 Vorgehen bei auflergewthnlichen Betriebszustinden

Es ist darauf zu achten, dass der Betriebszustand stabil ist und sich nicht in kurzer
Zeit (30 min) stark #ndert. Andernfalls ist ein stabiler Betriebszustand abzuwarten.
Sollte der Betriebszustand von in Abschnitt ,,Wéhrend des Betriebes einzuhaltende
Parameterbereiche“ genannten Parametergrenzen abweichen, ist der entsprechende
Betriebsparameter so zu dndern, dass er die in Abschnitt 5.4.1 genannten Grenzen
einhlt. In folgenden Féllen ist speziell entsprechend der Tabelle vorzugehen:

Ereignis Vorgehen

pH-Wert > 7,3 CO2-Anteil im Gaszulauf um zwei Prozentpunkte erhdhen, eine

Stunde abwarten, den pH-Wert neu beurteilen.

pO2-Wert > 100%  O2-Anteil im Gaszulauf um zehn Prozentpunkte verringern. (Falls

nur mit Druckluft mit oder ohne CO3 begast wird, ist kein Vorge-
hen notwendig.)

pO2-Wert < 30%  Falls CO; zudosiert wird und der pH-Wert unter 7,1 liegt, die CO,-

Zufuhr abstellen. Unabhéngig von der COy-Zufuhr Oy-Anteil im
Gaszulauf um zehn Prozentpunkte erhdhen. Ist dies nicht mehr

moglich, ist die Drehzahl des Magnetriihrantriebs um 100 U/min zu
erhhen.
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5.4.6 Steuerung des Medienzulaufs und des Medienablaufs

e Vor Betrieb des Medienzu- oder Medienablaufs sind die Klemmen von den Schléuchen
zu entfernen.

o Ist eine Zelldichte von iiber 6 - 10° vitale Zellen/m1, itberschritten, ist das Fiillvolumen
mit Frischmedium innerhalb von maximal 24 h zu verdoppeln. Dabei ist die maximale
Fiillmenge des Bioreaktors von 550 mL in jedem Falle einzuhalten.

e Ist der Reaktor vollstéindig gefiillt, ist nach folgender Tabelle vorzugehen:

Uberschrittene Entsprechende Gesamt- Einzustellender Volumenstrom des
Zellkonzentration zellzahl [vitale Zellen] ~ Medienzulaufs und Medienablaufs
[vitale Zellen/mL] (jeweils) [mL/d]

6,0 - 10° 3,30 - 108 127

1,5-10° 8,25 - 108 190

3,0 - 108 1,65 - 10° 254

6,0 - 108 3,30 - 10° 381

5.4.7 Abernten der Zellen

e Vor dem Abernten ist eine Probe fiir einen Steriltest zu entnehmen.

e Fiir das Abernten der Zellen ist an die Stelle der Probenahmeflasche ein steriler Beutel
mit mindestens 550 mL Volumen angeschweift.

e Der vollstindige Reaktorinhalt ist in den Beutel zu leiten, der danach steril abge-

schweiftt wird.
5.4.8 Sterilisation und Reinigung des Bioreaktors

e Der Wiarmekreislauf ist vom Reaktor vollstandig zu entfernen.

e pH- und pOs-Verstérker mit Verbindungskabeln sind vom Reaktor zu entfernen.

o Massendurchflussventile fiir Og, CO5 und Luft, inklusive Steuereinheit sowie die Gas-
fiaschen und der Druckluftkompressor sind vom Reaktor zu entfernen.

e Esist darauf zu achten, dass kein Schlauch des Reaktors in irgendeiner Weise blockiert
ist oder mit Fliissigkeit gefiillt ist.

e Ein Druckausgleich jedes Gefifies muss durch Sterilfilter gewéhrleistet sein.

o Alle Sterilfilter sind mit Aluminiumfolie zu umhiillen und miissen mit ihrer Offnung

nach oben zeigen. '
e Die Anschliisse am Kopf der pH- und pOo-Elektroden sind mit Aluminiumfolie zu

umbhiillen. ) '
e Die Sterilisation erfolgt im Autoklaven bei 121 °C und 1,2 bar fiir 60 min.
e Nach dem Sterilisieren sind alle Bauteile griindlich zu reinigen.

6 Dokumentation

en Werte sind mindestens einmal taglich in dem zugehdrigen Datenblatt

Die folgend
schriftlich zu protokollieren:

e pH-Wert.
o pOo-Wert.
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o Zellkonzentration.
o Zellvitalitat.

Fiir die folgenden Daten und Einstellungen ist jede Anderung in dem zugehérigen Daten-
blatt schriftlich zu protokollieren:

Gasmischungsverhaltnis.
Gasvolumenstrom.

Reaktorfiillstand.

Einstellung der Medienzulaufpumpe.
¢ Einstellung der Medienablaufpumpe.
e Riihrerdrehzahl.
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Bioreaktorlauf Nr.: Gestartet am: Blatt Nr.:

Sonstiges:

Datum |Uhrzeit |pH-Wert |pO,-Wert |Vitale Zellzahl|Vitalitit [%] |[Name [Unterschrift
[%] [Zellen/ml]
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6.2 Datenblatt bei Anderung beim Betrieb des Bioreaktors

4

s

o

i1}

£

©

-t

[}

h=

i)

n

@

o

4

S

=1

© .

M u [?0% %09%
m o [p/iw] odwnd | [p/jw] edwnd flw] ‘Yn1%]
m ..m [uiw/n Jiyez | -jnejgeusipaiy -jne|nzusipsiy puejs||ng [ unl wons Bunzyasusw
o nw Buyosiaun aweN -yaspsaayny | 19p Bunjeisuig | 4ap Bunjjaysuig -lopjeay | -usawinjoases) -wesnzses yaziyn




DANKSAGUNG

]3.16 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:

e Herrn Professor Dr. rer. nat. Christian Wandrey fiir die hervorragende wissenschaft-
liche Betreuung und die ebenso hervorragenden Arbeitsbedingungen

e Herrn Professor Dr.-Ing. Jochen Biichs fiir das Interesse an der Arbeit, die Ubernahme
des Koreferates und die vielen hilfreichen Gespriiche

e Herrn Professor Dr. rer. nat. Manfred Biselli fiir die sehr gute Betreuung, anregende

Diskussionen und die gewdhrten Freiheiten

Frau Dipl.-Biol. Nanni Jelinek fiir die perfekte Symbiose und Synergie

Frau Dr. rer. nat. Petra Meissner und Herrn Dr. rer. biol. hum. Stefan Thoma fiir

viel Hilfe und ihre bewundernswerte Geduld mit einem Ingenieur

Herrn Dr. rer. nat. Thomas Noll fiir seine Blutspende und sein geduldiges Zuhéren

Herrn Dr.-Ing. Detlef Eisenkréitzer fiir die vielen fruchtbaren ingenieurtechnischen

Gesprache
Frau Dipl.-Biol. Ulrike Hilbert fiir die sehr gute Zusammenarbeit bei den Lymphozy-

ten

Frau Dipl.-Ing.(FH) Angela Kucera fiir den Flei und das Engagement wihrend ihrer

Diplomarbeit

e Frau Cornelia Herfurth fiir die ungezéhlte Hilfe im Laboralltag

e Herrn Jochem Gétgens fiir die groRartige Hilfe bei den NK-Zellen und die téglichen
Theorien

o Allen Mitarbeitern der Werkstétten, insbesondere den Herren Ruhrig, Milz und d’Or-
saneo, ohne deren Hilfe eine ingenieurtechnische Arbeit unmdglich wére

o Herrn Siegfried Peters fiir die fotografischen Aufnahmen

e Allen Mitarbeitern des Forschungszentrums, des Instituts fiir Biotechnologie und spe-
ziell der Zellkulturgruppe, die hier nicht namentlich erwéhnt wurden

e Herrn Dr. med. Torsten Tonn, Herrn Dr. rer. nat. Sven Becker und allen Mitarbeitern
des Blutspendedienstes Hessen fiir ihre freundliche Aufnahme, ihr Engagement und

ihre vorurteilsfreie Haltung zu neuen Techniken
e Herrn Dipl-Ing. Robert Hermann fiir die Unterstiitzung bei der Sauerstoffeintrags-

messungen im Miniatur-Schlaufenreaktor

e Herrn Dr. med. Dartsch und den Hebammen des St. Elisabeth-Krankenhauses Jiilich
fiir die Abnahme der Nabelschnurblutspenden

e Der Firma MainGen fiir die Unterstiitzung der Arbeit

e Herrn cand.-Ing. Frank Miiller fiir die Hilfe beim Kampf gegen den Computer

e Den vielen Menschen, die diese Arbeit Korrektur gelesen haben, insbesondere Frau
Marlies Ulrich fiir die Unterstiitzung bei der neuen deutschen Rechtschreibung

e Der groRte Dank gilt meinen Eltern, deren Liebe und Unterstiitzung mir all dies erst

ermoglicht haben



Forschungszentrum Julich "

Jul-3830
Dezember 2000
ISSN 0944-2952



