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Zellkultur-Uberwachung
On-line-pH- und -DO-Messungen in
Mikrocarrier-basierter hMSC-Kultur
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Spinner flasks are often used for microcarrier-based cultivations of
human mesenchymal stem cells (hMSCs). Normally, they are not
equipped with pH and dissolved oxygen (DO) probes. This application
note describes the cultivation of hMSCs in single-use spinner flasks
equipped with optical pH (SP-HP8) and DO (SP-PSt3) sensors for the first
time. While reaching peak cell numbers between 4.1 x 107 cells and

5.9 x 107 cells in two cultivation runs, reliable DO and pH data were

delivered.
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B Einweg-Spinnerflaschen haben sich in den
letzten Jahren fiir die Kultivierung von huma-
nen mesenchymalen Stammzellen (hMSCs)
im Milliliter-MaBstab etabliert [1-3]. Scree-

nings fiir Zellkulturmedien, verschiedene
Mikrocarrier-Typen und Prozessparameter
konnen in diesen KulturgefdBen schnell und
einfach durchgefiihrt werden [4]. Spinnerfla-
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<« Abb. 1: A, Einweg-
Spinnerflaschen
(Corning) mit inte-
grierten pH- und DO-
Sensoren fiir on-line-
Messungen (links);
ein ARC-Adapter halt
die optischen Fasern,
die die Sensoren im
Inneren des Spinners
(rechts) mit den ent-
sprechenden Mess-
geraten verbinden, in
Position. B, Es konnte
kein signifikanter
Unterschied in FlieB-
muster und Flussig-
keitsgeschwindigkeit
in Spinnerflaschen
mit und ohne inte-
grierte Einweg-Sen-
soren festgestellt
werden.

schen werden allerdings nicht standardma-
Big fiir die Kultivierung von hMSCs einge-
setzt, da sie keine Echtzeit-Uberwachung von
Schliisselparametern zulassen, welche die
Kulturergebnisse stark beeinflussen kénnen.
Die hier aufgefiihrte Studie untersuchte die
Verlasslichkeit von Geldst-Sauerstoff- (DO)
und pH-Werten, die on-line mit optischen Sen-
soren (PreSens GmbH) wihrend einer Mikro-
carrier-basierten Expansion von humanen
mesenchymalen Stammzellen aus dem Fett-
gewebe (hADSCs) gemessen wurden. Die Sen-
soren, in Form kleiner und flacher Sensor-
spots, wurden an der Innenwand eines 125-
Milliliter-Spinners (Corning) angebracht. Die
optischen Fasern zum Auslesen der Senso-
ren wurden dann an der AuBenwand gegen-
iiber von den Sensor-spots mit einem ARC-
Adapter fixiert und mit einem pH- und Sau-
erstoffmeter (pH-1 mini, OXY-4 mini, PreSens
GmbH) verbunden (Abb. 1A). Es muss
erwahnt werden, dass konventionelle Elektro-
den nicht in den verwendeten Spinnern ein-
gesetzt werden konnen, da zwischen dem
Riihrer und der Reaktorwand nicht ausrei-
chend Platz vorhanden ist. Die winzigen
Abmessungen der Sensor-spots sind hier von
Vorteil. Dariiber hinaus storen oder ver-
andern die Einweg-Sensoren das FlieBver-
halten des Kulturmediums im Spinner nicht
(Abb. 1B).

Material und Methoden

Die Kultivierungsuntersuchungen wurden
mit hADSCs (zweite Passage) eines einzel-
nen Spenders durchgefiihrt, der zuvor infor-
miert worden war und zugestimmt hat. Die
Zellen wurden von der Lonza Cologne GmbH
zur Verfligung gestellt und mit kommerziell
erwerblichen Polystyrol-Mikrocarrieren in
einem speziell entwickelten Serum-redu-
zierten Medium (5 % fetales Kédlberserum,
FBS) kultiviert. Parallel zu den tiberwach-
ten Spinnern wurden Standard-Spinner-
flaschen (Kontrollspinner), in denen keine
Sensor-spots angebracht waren, als Kontrol-
le verwendet. Entsprechend dem Mess-
intervall wurden aus den Kontrollspinnern
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Proben fiir off-line-Analysen entnommen. Vor
dem Inokulieren der Kultivierungssysteme
mit Zellen wurde ein Gramm der Poly-
styrol-Mikrocarrier (Wachstumsoberflache:
360 ¢m?) in den Spinner gegeben. Darauf-
hin wurde Serum-reduziertes, vorgewarm-
tes Kulturmedium hinzugefiigt, bis ein
Arbeitsvolumen von 115 Millilitern erreicht
wurde. Die Mikrocarrier-Medium-Suspen-
sion wurde fiir drei Stunden geriihrt, um
sowohl das Medium als auch die Sensoren
zu equilibrieren. Danach wurden die pH- und
DO-Sensoren kalibriert und die Spinner mit
1 x 10° hADSCs inokuliert. Wahrend der
ersten Stunde nach der Inokulation wurden
die Spinner nicht geriihrt, um ein Adhérie-
ren der Zellen auf den Mikrocarriern zu
ermoglichen. AnschlieBend wurden die
hADSCs bei 60 rpm, 37 °C, 80 Prozent Luft-
feuchtigkeit und fiinf Prozent CO, fir sie-
ben bis acht Tage kultiviert. Zu verschiede-
nen Zeitpunkten wurde eine Probenahme
durchgefiihrt, um die Zelldichte (Dreifach-
messung) mit dem NuceloCounter NC-100
(ChemoMetec) zu bestimmen. Fiir die Mes-
sung des Glukose- und Laktatgehalts wurde
das Cedex Bio (Roche Diagnostics) verwen-
det. Zusitzlich wurde der pH-Wert off-line
gemessen (Mettler Toledo). Der on-line-pH-
Sensor wurde rekalibriert, wenn die off-line-
pH-Werte eine Abweichung von mehr als
pH 0,1 zeigten.

Stammzellkultur in Spinnerflaschen

In Abbildung 2 sind die zeitabhdngigen Pro-
file der absoluten Zellzahl und der pH- (on-
line/offline) sowie DO-Messungen von zwei
unabhdngigen hADSC-Kultivierungen darge-
stellt. Bei allen Kultivierungen wurde eine
Adaptionsphase (Lag-Phase) von einem Tag
beobachtet. Im ersten Kulturdurchgang wur-
de im optischen Spinner eine maximale Zell-
zahl von 5,95 x 107 hADSCs am siebten Tag
erreicht. Im Kontrollspinner war die maxi-
male Zellzahl mit 5,84 x 107 hADSCs am
Tag 6 am hochsten (Abb. 2A). Die simulierten
Wachstumskurven zeigen in beiden Spinner-
flaschen ein vergleichbares Zellwachstum
innerhalb der exponentiellen Wachstums-
phase. Die Zellen vermehrten sich mit einer
mittleren Wachstumsrate (u) von 0,83 pro Tag
(Verdopplungszeit: 20,1 Stunden), was in
guter Ubereinstimmung zu fritheren Unter-
suchungen war [4]. Das Zellwachstum wur-
de nur durch die verfiighare Mikrocarrier-
Oberflache beschrankt.

In der Kultivierung 1 (Abb. 2A) sank die
DO-Konzentration von 100 auf 52 Prozent ab,
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» Abb. 2: Zeitabhéngi-
ges Profil der absolu-
ten Zellzahl, pH- (on-
line/ off-line) und DO-
Messungen zweier
unabhéngig durchge-
flihrter Kulturen von
humanen mesenchy-
malen Stammzellen
aus dem Fettgewebe
(hADSC): A, Kultivie-
rung 1; B, Kultivie-
rung 2. Die dargestell-
ten Zellzahlen fiir den
optischen (®) und den
Kontrollspinner ([J)
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Dreifachmessung als
Balken abgebildet). Die
Kurven zwischen den
gemessenen Gesamt-
zellzahlen (gepunktete
Linien) des optischen
(schwarz) und des Kon-
trollspinners (grau)
wurden simuliert und
basieren auf der
berechneten spezifi-
schen Wachstumsrate
(M). Proben wurden in
der Kultur 1 an den
Tagen 0, 1,3 und 5-8
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wobei ein spezifischer Sauerstoffverbrauch
(dy,) von 4,7 x 10~ mol s™! pro Zelle errech-
net wurde. Verglichen mit Literaturdaten
(2,50 x 10717 [5] bis 2,5 x 107 mol s7! [6])
lag der errechnete Sauerstoffverbrauch der
hMSCs im typischen Bereich. Die on-line-Mes-
sungen zeigten, dass die Probenahmen an
den Tagen 3, 5, 6, 7 und 8 einen starken Ein-
fluss auf das Kultursystem hatten. Der Gas-
austausch intensivierte sich wahrend der Pro-
beentnahme, was in ansteigenden DO- und
pH-Werten (Signalausschldge) resultierte.
Aber auch die off-line-pH-Messungen zeigten
ahnliche Werte wie die on-line-Messungen,
mit einer mittleren Abweichung von unter
zwei Prozent. Diese kleine Abweichung zeigt,
dass die optischen pH-Sensoren im Spinner
zuverldssige Messwerte liefern, wohingegen
die Probenahme immer zu einer Storung des
Systems fiihrt.

In Kultur 2 (Abb. 2B) wurde die Probe-
nahme auf die Tage 0, 1 und 7 reduziert, um

den Gasaustausch wahrend der Probennah-
me gering zu halten. Aufgrund dessen wurden
glattere Signalkurven, ohne plotzliche Aus-
schlage, fiir die DO- und pH-Werte erhalten.
Die erreichten maximalen Zellzahlen der
zweiten Kultivierung (3,45 x 107 Zellen im
optischen Spinner und 4,11 x 107 Zellen im
Kontrollspinner) lagen 29 bis 42 Prozent nie-
driger als bei der ersten. Dennoch wurde ein
vergleichbares Zellwachstum mit einer
Wachstumsrate (u) von 0,65 pro Tag (Verdop-
plungszeit: 25,6 Stunden) fiir den optischen
als auch den Kontrollspinner erhalten. Das
verringerte Zellwachstum zeigte sich auch
deutlich in den DO-Messungen, mit einer
Abnahme der DO-Konzentration von nur
21 Prozent (von 100 auf 79 Prozent DO).
Basierend auf der ermittelten spezifischen
Sauerstoffverbrauchsrate (q,,,) der ersten Kul-
tivierung, konnte die Zellzahl der zweiten
Kultivierung mit 4,14 x 107 Zellen simuliert
und vorhergesagt werden.
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A Abb. 3: Zeitabhangiges Profil der Glukose- und Laktatkonzentrationen zweier unabhéangig
durchgefiihrter Kulturen humaner mesenchymaler Stammzellen aus dem Fettgewebe (hADSC;

links: optischer Spinner, rechts: Kontrollspinner).

Zusammenfassung

Die Ergebnisse zeigen, dass on-line-DO-Mes-
sungen dazu verwendet werden konnen, um
das Zellwachstum in Spinnerflaschen zu
analysieren und vorherzusagen. Die on-line
gemessenen pH-Werte lassen darauf schlie-
Ben, dass der reduzierte Gasaustausch ein
rapides Absinken des pH-Wertes nach In-
okulation zur Folge hatte, was das Zell-
wachstum behindert haben konnte. Die
errechneten mittleren substratspezifischen
Ertrage lagen zwischen 1,544 + 0,005 und
1,873 = 0,001 Millimol Laktat pro Millimol
Glukose beziehungsweise zwischen
4,61 £ 0,42 und 7,94 £ 0,27 Zellen pro Milli-

mol Glukose. Diese Werte sind in guter Uber-
einstimmung mit den zeitabhdngigen Sub-
stratkurven (Abb. 3). In unserer Anwendung
konnten wir zeigen, dass on-line-pH-und -DO-
Messungen mit optischen Sensoren von Pre-
Sens es ermoglichen, akkurate und verlassli-
che Werte fiir diese beiden Schliisselparame-
ter in Zellkultur zu erhalten. Damit werden
Probenahmen vermindert, welche eine Sto-
rung des Systems nach sich ziehen.
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