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Untersuchungen zur Expansion adulter mesenchymaler Stammazellen

B.Sc. Valentin Jossen,

Adulte Stammzellen besitzen aufgrund
ihrer Multipotenz ein grosses Potenzial
fur biopharmazeutische Applikationen
(z.B. Krebstherapie, regenerative Medizin).
Damit genuigend hohe Zellausbeuten er-
reicht werden, ist ein Scale-up (Mass-
stabsvergrésserung) der Kultivierungspro-
zesse von kleinvolumigen (mL-Systeme)
auf grossvolumige (L-Systeme) Bioreak-
torsysteme notwendig.

Fur die Durchfihrung eines schnellen Scale-
up’s mussen deshalb vorgangig die verwende-
ten Reaktorsysteme bioverfahrenstechnisch
charakterisiert und geeignete Ubertragungskri-
terien definiert werden. Das Ziel der Bachelor-
arbeit war die bioverfahrenstechnische Charak-
terisierung einer 125mL, gerthrten Corning®
Spinner-Flask. Dartber hinaus sollten geeig-
nete Scale-up-Kriterien flr die Prozesslbertra-
gung auf ein gerthrtes Benchtop-Bioreaktor-
system ermittelt werden.

Festlegung der Ubertragungskriterien
(Suspendierkriterien)

Bei den mesenchymalen Stammzellen handelt
es sich um adhérent zu kultivierende Zellen,
welche im Corning® Spinner auf kleinen Parti-
keln, sogenannten Microcarriern, wachsen. Da
bei unzureichendem Suspendieren der Zell-
Microcarrierkulturen Stofftransferlimitationen auf-
treten, ist ein vollstdndiges Suspendieren bei
scherarmen Bedingungen zwingend erforder-
lich. Aus den realisierten Suspendierversuchen
wurden das Ng;-Kriterium (Rihrerdrehzahl, bei
welcher ein Microcarrier nicht langer als 1s an
einer Stelle am Reaktorboden verharrt) und das
Ng1,-Kriterium  (RUhrerdrehzahl, bei der die
Microcarrier homogen verteilt sind) als SchlUs-
selkriterien fUr das Prozess-Scale-up bestimmt.
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Theoretische, bioverfahrenstechnische
Charakterisierung und Ermittlung der
Modelldaten

FUr die theoretische Charakterisierung des Kul-
tivierungssystems wurde die numerische Fluid-
dynamik (engl. Computational Fluid Dynamics,
CFD) eingesetzt. Mit dieser wurden die vorherr-
schenden Strémungsgeschwindigkeiten und
Scherkréafte sowie das Suspendierverhalten der
Microcarrier in der Corning® Spinner-Flask bei
den ermittelten Suspendierzustanden simuliert
und berechnet (Abb. 1). Dabei wurde im Laufe
der Untersuchungen festgestellt, dass abhan-
gig vom verwendeten Microcarrier mit bis zu
105 rpm sehr hohe RUhrerdrehzahlen realisiert
werden mussen, was zu hohen Scherbelastun-
gen und dadurch zur Erniedrigung der Zellaus-
beuten durch Zellschadigung fuhrt.

Validierung der Modelldaten

Die Validierung und Uberpriifung der Modellda-
ten aus der numerischen Fluiddynamik wurde
mittels der particle image velocimetry (PIV), bei
welcher die Geschwindigkeitsfelder berihrungs-
los mit Hilfe eines Laserstrahles bestimmt wer-
den, durchgefihrt. Der Vergleich der Modell-
daten (CFD) mit den experimentell ermittelten
Daten (PIV) zeigte dabei eine gute Uberein-
stimmung, wodurch das theoretische Modell
sowie die daraus erhaltenen Werte bestatigt
werden konnten (Abb. 2). Die mittlere Abwei-
chung zwischen den CFD- und P/V-Daten liegt
dabei unter 7 %.

Ubertragung der Modelldaten auf das
biologische System

Damit der Einfluss der Ubertragungskriterien
sowie der vorherrschenden verfahrenstechni-
schen Bedingungen auf die mesenchymalen
Stammzellen untersucht werden konnte, wur-
den Spinner-Flask-Kultivierungen bei ausge-
wahlten Ruhrerdrehzahlen durchgefihrt. Bei
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den Kultivierungen mit Fettstammzellen konnte
gezeigt werden, dass die festgelegten Suspen-
dierkriterien fur ein Scale-up verwendet werden
konnen. Es wurden maximale Expansionsfak-
toren (Fold change) von bis zu 31.4 + 3.6
erreicht, was zum gegenwartigen Zeitpunkt zu
den hdchsten in einer Spinnerflask erzielten
Werten unter serumreduzierten Bedingungen
(< 5%) gehort.
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Abb. 1: Vergleich der experimentellen (oben) und
simulierten (unten) Microcarrierverteilung
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Abb. 2: Vergleich CFD (-) und PIV (..)
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