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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die vorliegenden Arbeit beschreibt die Anwendungeareoptischer Analyseverfahren wie der
2D-Fluoreszenzspektroskopie in der Biotechnologizes weiteren wurden fur die
Modellsysteme die Ergebnisse der Durchflusszytamaetit denen der DNA-Chiptechnologie
verglichen.

Das Mischungsverhalten eines neuen Reaktorsystdmasiehend aus einem grof3en
Kultivierungsreaktor (20 L) und einem Kkleinen Tesktor (300 mL), wurde anhand von
Pulsversuchen naher charakterisiert. AnschlieRenddevdas Reaktorsystem am Beispiel
einer Hefekultivierung getestet. In einem CSTRr{tihuous _8rred Tank Reactor) wurde das
synchrone Wachstum der Hefezellen optimiert. Gledig wurde die Analyse der
kontinuierlichen Kulturen, die der Beschreibung d8toffwechselverhaltens und des
Teilungszyklus dienen, Uberarbeitet. Der Schwerpdek Untersuchungen lag hierbei auf der
durchflusszytometrischen Zellzyklusanalyse. Zugéiziwurden die synchron wachsenden
Saccharomyces cerevisiaiter in ihren Zellzyklusstadien angereichert, digse mit einem
zellzyklusspezifischen DNA Chip zu untersuchen.

Zur Untersuchung mdglicher zytotoxischer EffektenWw/irksubstanzen auf Saugerzellen
kann u.a. der MTT-Test eingesetzt werden. In dieSdyeit wurden mit diesem Test
synthetisch hergestellte potenzielle Wirkstoffe vittro auf ihre Wirksamkeit gegeniber
Saugerzellen hin untersucht. Wirkstoffe, die eibdfekt auf die Viabilitat der eingesetzten
Zelllinien aufwiesen, wurden detaillierter auf ihréVirkungsweise mittels der
Durchflusszytometrie untersucht. Bei der Substaatiadon, die in friheren Arbeiten schon
Apoptose auslésende Eigenschaften gegeniber vedschiSaugerzelllinien zeigte, wurden
der Wirkmechanismus des Ratjadons und die Stragseieh der Zellen mittels der DNA-
Chiptechnologie untersucht.

In dieser Arbeit wurden antikérperproduzierende B3Zellen nach ihrer Produktivitat
sortiert. In der Literatur ist ein Zusammenhangsolven der Produktivitat einer Antikorper-
produzierenden B-Lymphozytenzelle und ihren Obehiin assoziierten Antikérper
beschrieben [Sept al, 1990]. Zellen, die durch Mutation ihre Eigens¢hantikGrper zu
produzieren, verloren haben, besitzen auch keirerflabhenantikoérper. Dieser Unterschied
wird zur Erhéhung der Antikdrperproduktivitdt dur8elektion der Zellen ausgenutzt. Mit
Hilfe eines Fluoreszenz-markierten Anti-Maus-IgGtikérpers werden die antikorper-
produzierenden Zellen von den nicht produzierendelten durchFluorescence Activated
Cell Sorting(FACS) abgetrennt [Kromenaket al, 1994].

Stichworte: Durchflusszytometrie, 2D-Fluoreszenkspskopie, FACS



Abstract

Abstract

This study entails new application areas of 2 rbscence spectroscopy as a new optical
analytic processes in the field of biotechnologyrtkermore, the results of the flow
cytometry were compared to the results of the DN#p¢echnology to serve as schemes.
The mixing behaviour of a new reactor system ceingiof a big culivating reactor (20 I) and
a small test reactor (300 ml) were closely charagd by performing pulsing trials.
Subsequently, the reactor system was tested imast yeilltivation. In a CSTR (Continuous
Stirred Tank Reactor) the synchronous growth ofyeest cells were optimized. At the same
time, the analysis of the continuous cultures, isgrdor the description of the metabolic
behaviour and the devision cycle, were revised. Jinely mainly focussed on the specific
flow cytometric analysis of the cell cycle. In amioim, the synchronically growing
Saccharomyces cerevisiageere concentrated further in their cell cycle plsageproduce a
cell cycle specific DNA chip.

For the testing of possible cytotoxic effects ofaphaceutically interesting substances on
mammalian cells the MTT-test was applied for thedgt of synthetically fabricated
compounds as potential agents in in vitro testdivAagents showing an effect on the used
cell lines were examined more closely by flow cy&nt analyses towards their mode of
effectiveness. The formerly found apoptotic effettthe substance Ratjadon on cells was
examined as to the mechanism of effectiveness,tla@dstress answers of the cells were
examined by means of the DNA-Chiptechnology.

The BA-D5-cells used in this study are sorted regmig on the basis of their fluorescence
intensity, and thus the ratio of non-producings@&l minimised. An interrelation between the
productivity of an antibody producing B-lymphocytell and its surface-associated antibodies
has been described in literature [Sen et al., 19€8@]ls, which have lost their ability to
produce antibodies by mutation, do not feature asafantibodies. This distinction is
benefited from to boost the production of antibsdigy selecting the cells. With the help of a
fluorescence labelled anti-mouse-IgH-antibody tnébady producing cells are separated
from the non-producing cells by means of faorescence Activated Ceflorting (FACS)
[Kromenaker et al., 1994].

Keywords: flow cytometrf=ACS, 2 Dfluorescence spectroscopy, in vitro toxicity



Einleitung

1. Einleitung und Zielsetzung

Um eine optimale Raum-Zeit-Ausbeute eines bioteldgischen Prozesses zu erreichen,
wird der Abbruch des Prozesses anhand eines Pamammstimmt, wie beispielsweise das
Erreichen einer bestimmten Prozesszeit oder dascBan einer Schwellkonzentration einer
an dem Prozess beteiligten Substanz. Der Einsal#-mvasiver optischer Analysesysteme
hat sich in der Biotechnologie gegeniber den lkdabsin Analyseverfahren bewahrt. Bei der
klassischen Offline-Analytik, wie z.B. der Chromgttaphie wird eine Probe aus dem Prozess
entnommen und zur Analyse gebracht. Die dabei erah Informationen stehen erst mit
einer Verzogerung zur Verfiugung. Bei der zweidinnemslen (2D-) Fluoreszenz-
spektroskopie kénnen verschiedene Prozessparasietgitan erfasst werden. Dabei werden
grole Datenmengen generiert, die aufgrund der Ikompl Wechselwirkungen in
biologischen Systemen schwer interpretierbar sindit Hilfe chemometrischer
Auswerteverfahren kdnnen auch nicht direkt erfaBblformationen aus den Spektren
gewonnen werden.

Die Durchflusszytometrie wurde in den 70er Jahrén die medizinische Diagnostik
entwickelt. Mittlerweile hat sie sich auch in deriofchnologie und Biologie als
Analysenmethode und als préparatives Instrumenblieta Im Gegensatz zur 2D-
Fluoreszenzspektroskopie werden keine intrinsiscRRrorophore vermessen sondern es
wurden viele Farbemethoden entwickelt, die sich kimtersuchung einer Reihe von
biologischen Fragestellungen anwenden lassen.

Die DNA-Chiptechnologie wurde Ende der 80er Jahraviekelt [Fodor et al, 2004] und
heute lassen auf einem einzigen Chip Uber 100.R8rime Gene identifizieren sowie deren
Aktivitdt untersuchen. Die Anderung der Genexpa@ssiasst dich auf einem Chip
untersuchen auf dem zwei Proben mit unterschieslliehuoreszenzmarkierung aufgetragen
sind. Ziel dieser Arbeit war es die 2D-Fluoreszgeksroskopie, die Chiptechnologie und die
Durchflusszytometrie auf neue Fragestellungen asnaen.

2-Reaktorsystem

Das Mischungsverhalten eines neuen Reaktorsystdmasiehend aus einem grof3en
Kultivierungsreaktor (20 L) und einem kleinen Tesktor (300 mL), soll anhand von
Pulsversuchen naher charakterisiert werden. Arefghitid soll das Reaktorsystem am

Beispiel einer Hefekultivierung getestet werden.
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Kontinuierliche Hefekultivierung

In einem CSTR (@Gntinuous_8rred Tank Reactor) soll das synchrone Wachstum der
Hefezellen optimiert werden. Gleichzeitig soll diealyse der kontinuierlichen Kulturen der
Beschreibung des Stoffwechselverhaltens und ddsnbsizyklus dienen. Der Schwerpunkt
der Untersuchungen soll hierbei auf der durchflussretrischen Analyse des Zellzyklus im
Vergleich zur 2D-Fluoreszenzspektroskopie liegerité/hin werden die Ergebnisse mit der
In-situ Mikroskopie verglichen.

DNA-Chipexperiment an synchronen Hefekultivierungen

Synchron wachsendgaccharomyces cerevisaeisen eine Synchronitat von ca. 80 % in der
G1-Phase des Zellzyklus auf. Fiur die DurchfihrungseDNA-Chip Experiments sollten die
Hefen zu 100 % in der G1, S und G2-Phase vorliegBerfir sollen die Hefen durch
Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) nacleihZellzyklusphasen sortiert werden.
In-vitro-Testung

Bei der In-vitro-Testung sollen neue Wirkstoffe alufe proliferationshemmende Wirkung
auf Saugerzellen untersucht werden. Zur Verfiguraien drei synthetisch hergestellte
Wirkstoffe, die an unterschiedlichen humanen Turaldiimien getestet werden sollen. Mit
durchflusszytometrischen Untersuchungen soll dienkkansweise der Proliferations-
hemmung naher untersucht werden. Bei Apoptose serslfien Substanzen soll dann die
Genaktivitat der Zellen im Vergleich zu unbehanelelZellen mit der DNA-Chiptechnologie
bestimmt werden.

Produktionssteigerung von Hybridomzellen

Diese Arbeit untersucht die Moglichkeit der Antig@rproduktionssteigerung der
kommerziell erhaltliche Hybridomzelllinie BA-D5 [8@ffino et al, 1989] durch Selektion
hochproduzierender Einzelzellen. Zusammenhangechetsder Produktivitat einer Zelle und
ihren Oberflachen assoziierten Antikorper werderdém Literatur beschrieben [Sen et al.,
1990]. Mutierte Zellen konnen ihre Eigenschaft Aatper zu produzieren verlieren und
besitzen keine Oberflachenantikorper. Mit Hilfe emin Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)
konjugierten Anti-Maus-IgG-Antikdrpers werden diati&drperproduzierenden Zellen von
den nicht produzierenden Zellen mittels FACS alegett [Kromenaker et al., 1994]. Anhand
der Fluoreszenzintensitat werden die BA-D5-Zelleehrfach sortiert, um so der Anteil an

unproduktiven Zellen zu minimiert.
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2. Theoretische Grundlagen

2.1. Durchflusszytometrie

In der Zytologie wird der Aufbau und die Funktioanvpflanzlichen, tierischen und humanen
Zellen und ihrer Organellen untersucht. Durch dexwendung von Fluoreszenzmikroskopie
und Farbemethoden werden Informationen tUber dientersuchenden Zellen gewonnen, wie
z.B. Uber die Differenzierung und die Viabilitatrd2elle. Der Nachteil der Mikroskopie
besteht darin, dass jeder Betrachter eine subgkinalyse erstellt und nur eine relativ kleine
Zahl von Zellen beobachtet werden kann. Der Bedaafe Zellen in kiirzester Zeit objektiv
zu messen fuhrte zur Entwicklung der Durchflussngtiie. Die Gerate, mit denen man
durchflusszytometrische Analysen durchfiihrt, heiBanchflusszytometer, eine Spezialform
ist das ,FACS". Der Ausdruck ,FACS* ist ein registtes Markenzeichen der Firma Becton-
Dickinson und steht fur_I&orescence_gtivated @Il Sorting. Das Prinzip der Durch-
flusszytometrie besteht darin, dass Zellen in Suspe an einem Objektiv einzeln
vorbeigefuhrt werden und dabei von einem fokusstettichtstrahl getroffen werden. Dabei
wird Licht aufgrund unterschiedlicher optischer Ren gestreut oder durch
Fluoreszenzfarbstoffe emittiert und durch Photoipligrn und Photodioden gemessen. Die
Durchflusszytometrie ist bereits seit vielen Jahremler Medizin etabliert und wird in der
Zelldiagnostik verwendet, mit deren Hilfe sich sfiszhe Tumor-Antigene, Proliferations-
aktivitat und Zellzyklusanomalien schnell und zd&ssig nachweisen lassen.
Durchflusszytometer der letzten Generation konnisrnzb 10 verschiedene Messgrol3en flr
jede Zelle erfassen. Die Ergebnisse einer Messwrgem in Histogrammen als Verteilung
gegen die Zellpopulation aufgetragen. Bei einerddag lassen sich morphologische Grélien,
wie die Zellgranularitat und die Zellgré3e, im Sgittsstreulicht und im Vorwartsstreulicht
erfassen. Wobei das Vorwartsstreulicht mit dergfélke und das Seitwartsstreulicht mit der
Granularitat einer gemessenen Zelle korrelieren.s D@&/eiteren lasst sich die
Fluoreszenzintensitat von markierten Partikeln bzellen im Durchflusszytometer erfassen.
Die Fluoreszenzintensitat hangt dabei von dem eeigeen Farbstoff und der untersuchten
Zelle ab, da die Eigenschaften der Zelle, wie beispeise der DNA-Gehalt, ausschlag-
gebend fir die Menge an gebundenen Farbstoff Eisexistiert eine Reihe von Farbstoffen,

die fUr unterschiedliche Fragestellung eingesetrtien.
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Funktionsweise des Durchflusszytometers

Durchflusszytometer sind aus drei Komponenten d#Hge dem Flissigkeitssystem zum
Transport der Zellen zur Detektionskammer, demscpgn System zur Bestrahlung der
Zellen und Erfassung der Signale und dem elektcbrisSystem zur Steuerung und zur

Datenerfassung und —auswertung.

Flissigkeitssystem

Der schematische Aufbau des Flissigkeitssystema i&bbildung 2-1 wiedergegeben. Die
Zellen werden durch Uberdruck von dem Probenrohrdhedie Detektionszelle gebracht.
Durch hydrodynamische Fokussierung wird erreiclassddie Zellen den Analysepunkt
einzeln und nacheinander passieren. Bei dieser dsakung wird der Probenstrom durch
einen in umgebenden isotonischen und partikelfrei@listrom verjingt. Durch die laminare
Stromung wird eine Vermischung der beiden Flussigke verhindert. Dieser
Flussigkeitsstrom fliel3t anschlielend durch einevdftié in geschlossenen Systemen bzw.
durch eine Duse in offenen Systemen. Bei reinerciiflusszytometern wird zur Analytik der
Probenstrom nach der Messung verworfen. Bei den $-8@€raten kann die gewinschte
Zellpopulation nach dem Messen noch durch elekitisshe Aufladung aus der restlichen
Population heraussortiert werden. Der Kivettenduedser in  geschlossenen
Durchflusszytometern ist nicht veradnderbar, woben ioffenen Systemen der
Dusendurchmesser von 50-400m einsetzbar ist. Die kritischen Parameter des
Flissigkeitssystems bei einer Messung ist der Hafisdruck (sheath pressure) und die
Druckdifferenz zum Probenstrom (sample differepti@er Hullstromdruck ist bei einer
Messung fest eingestellt und wird nur bei einer &iderung des Disendurchmessers
angepasst. Die Erhéhung der Druckdifferenz beessflden Durchmesser des Probenstroms
und fuhrt zu einer breiteren Verteilung der ZellenLaserfokus und damit zu einer grof3eren
Varianz des Signals (Abbildung 2-1).
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Laser Fok

Niedrige Druckdifferen

Hohe
Probenstrom

Druckdifferenz

Hullstrom

Fluoreszenzintensitat

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des EirgkiBes Probendrucks. Die Erh6hung des Probendnatks

Einfluss auf den Durchmesser des Probenstromsamid auf die Varianz des Signals.

Optisches System

Das optische System besteht aus der Lichtquellep @etektoren fur das Vorwarts-(FSW) und
Seitwartsstreulicht (SSW) sowie aus Strahlenteilerd optischen Filtern. In allen Durchflusszytometist die
Optik so angeordnet, dass der Probenstrom, daslleimde Licht und das Seitwartsstreulicht jewedslsecht
zueinander stehen, wie in

Abbildung 2-2 dargestellt. Als Lichtquelle werdereutzutage bis zu maximal drei
unterschiedliche Lasern benutzt. Ein Argon-lonesetamit seiner Anregungswellenlange
von 488 nm wird in allen Durchflusszytometern alanfarlichtquelle eingesetzt. Das
Vorwartsstreulicht wird durch eine Linse gesammaltl durch ein Diodenarray im 2-18°
Winkel gemessen. Das Seitwartstreulicht wird edenfdurch eine Linse gesammelt und
durch dichroitische Spiegel in bis zu 10 Wellenkmigereiche aufgeteilt und durch
Photomultiplier (PMT) detektiert.



Theoretische Grundlagen

———

488 nm

Abbildung 2-2: Schematischer Aufbau des optischgste®ns in einem Durchflusszytometer.

Elektronisches System

Das elektronische System besteht aus den PMTsem@®aden, die das einfallende Licht in

elektrische Signale umwandeln. Durch einen Compuitet der Druck der Flissigkeitsstrome

und die Verstarkungsspannung der PMTs gesteuastMaissdaten werden als Rohdaten fir
jeden Messkanal (FSW, SSW und Fluoreszenzsignakpeichert und lassen sich dann in so
genannten Histogrammen oder Dotplots darstellend8e Histogrammen werden die Daten

eines Messkanals gegen die Partikelzahl aufgetrdggrDotplots werden zwei Messkanale

gegeneinander aufgetragen. Durch Markieren bes@mBgreiche in den Histogrammen und

Dotplots lassen sich Filter fir weitere Untersuaiemerstellen (Gating).

FACS
Um auch praparativ zu arbeiten wurden Sortieretehean die Durchflusszytometer angeftigt.

Dadurch ist es moglich, Zellen nach definierten shasen Charakteristika zu isolieren. Erste

6
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Sortiereinheiten beruhten darauf, dass der Flusgggirom nach dem Messpunkt durch ein
Ventil auf zwei Abflussleitungen aufgespalten wurBeirch die Mechanik ist diese Art des
Sortierens sehr langsam bzw. eine hohere GesclyMitliresultiert in einer geringeren

Reinheit. Moderne Sortiereinheiten basieren daradss der Probenstrom durch
Schwingungen eines Piezoelements zu einem stabllepfenstrom Ubergeht. Die

Probenstromtropfen konnen elektrostatisch aufgeladed in einem elektrischen Feld

abgelenkt werden. Um einen konstanten Abrisspueg&tRiobenstroms zu erhalten, wird eine
konstante Schwingung erzeugt, die von dem Durcheneies Probenstroms abhangig ist. Die
Bestimmung des Abstandes zwischen den Tropfenghngs und dem Messpunkt ist von

entscheidender Bedeutung fir eine erfolgreichei€dartg. Der schematische Verlauf des
Tropfenstromes ist in Abbildung 2-3 wiedergegeben.

Nach Verlassen der Disenotffnung passiert die gkdle Analysenpunkt und die Streulicht-
und Fluoreszenzsignale werden an den Computer rgeiggtet und verarbeitet. Wird eine

Zelle detektiert die die Kriterien zum Sortiereritét, wird der Flussigkeitsstrom zu dem

Zeitpunkt an dem die Zelle sich am Tropfenabrisgpurefindet, mit einer elektrischen

Ladung versehen. Die elektrostatische Aufladungladepfens bewirkt, dass sich dieser durch
Ablenkplatten in bis zu 4 unterschiedliche Probbrgben leiten lasst. Unsortierte Zellen

werden im Zentralstrom dem Abfall zugefuhrt.
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u FSC Detektor

FL Detektor

Ablenkplatten

sortierte Einzelzellen

Abbildung 2-3: Schematischer Verlauf des Tropfeorss in einem FACS
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2.2. Saugetierzellkultivierung

Bei der Saugerzellkultivierung wird zwischen adinée und in Suspension wachsenden
Zellen unterschieden. Adharente Zellen verankerch sian die Oberflache des
KultivierungsgefalRes und wachsen in Monolayern. Bimnen mittels proteolytischer
Enzyme wie z.B. Trypsin oder mechanisch durch Zbeliber abgeldst werden. Suspensions-
zellen werden in Spinnerflaschen kultiviert in derene Ruhrvorrichtung die Zellen durch
standiges Ruhren vom Absinken auf den Boden abhélt.

Die Anwendungsgebiete der Saugetierzellkultivierlognhalten die Grundlagenforschung
zur Funktionsweise und Aufbau der Zellen und dei@ifferenzierung, die Testung
toxikologischer und pharmazeutischer Stoffe in ovitund die Produktion wichtiger
Biomolekule wie z.B. Impfstoffe, Hormone, Antikbmend Enzyme.

Zellkulturen, die direkt aus dem Gewebe eines QOsgams hergestellt werden, werden als
Primarkulturen bezeichnet. Primarkulturen werden der medizinischen Therapie zur
Kultivierung von Organ- oder Gewebezellen eingdsetzm z.B. neue Haut fur
Verbrennungsopfer zu gewinnen. Diese Anwendung @aisdTissue Engineering bezeichnet.
Durch Kultivierung der Primarkulturen lassen sigk@darkulturen erstellen, die noch viele
Eigenschaften des Ursprunggewebes besitzen. NaitbreveKultivierung der Zellen sterben
diese nach einer endlichen Wachstumsphase ab umthekd ihre urspringlichen
Eigenschaften verlieren. Um Zellen zu erhalten, glgh beliebig oft subkultivieren lassen,
konnen Zellen durch Transformation mit einem tumduzierenden Virus immortalisiert
werden oder es werden direkt Krebszellen verwenDegse Kulturen sind kommerziell
erhaltlich und werden als Zelllinien bezeichnet.

In der Industrie werden Saugerzellen haufig zudBktion von Human-Proteinen eingesetzt.
Der Nachteil der langsameren Proliferation gegen&éekaryoten wird durch die einfachere
Aufarbeitung ausgeglichen. So sind z.B. bei derd&kton von Insulin au€.coli noch
weitere Spaltungs- und Faltungsschritte notweneighrend dies bei aus Saugerzellen
gewonnenen Insulin nicht der Fall ist. Kleinere dvktmengen koénnen in vielen
unterschiedlichen spezialisierten KulturgefaBendpedert werden, fir gréf3ere Anséatze

finden Bioreaktoren mit einem Volumen von 100-10.0@ter Anwendung.
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In-vitro-Untersuchungen

Aus Tierschutzgriinden und um die Anzahl und dieudad verursachten Kosten von
Tierversuchen gering zu halten, wurden toxikologesc und pharmakologische
Untersuchungen vom Tiermodell auf In-vitro-Modallgertragen.

In der pharmazeutischen Forschung werden neue Wifsin der so genannten
vorklinischen Phase an Zellen getestet. Erst nafcihgesicher Wirkungsprufung wird dieser
Wirkstoff an Tieren und anschliel3end an Menschetteinklinischen Phase auf Wirksamkeit
und Einsetzbarkeit in der Therapie gepruft. Dievilne-Tests werden hier bevorzugt an
frischen Primarkulturen durchgefuhrt, die nach @penen gewonnen werden kénnen. Diese
Primérkulturen haben den Vorteil, dass sie noclamspezifische Eigenschaften aufweisen.
Weiterhin kann die In-vitro-Testung noch Aussagdreriidie Kinetik und Profile des
Metabolismus treffen. Hierfiir werden hauptsdchMikosomen der Leberzellen verwendet.
In der toxikologischen Forschung werden hauptsélehlzelllinien verwendet. Nur fr
spezifische Fragestellungen werden Primérzell- Gwebekulturen herangezogen, wie z.B.
bei Mutagenitatsuntersuchungen. Die am haufigstester Toxikologie verwendete In-vitro-
Methode ist die Zuchtung von Zellen aus untersditieen Organen. Dabei werden frisch
isolierte Primarzellen oder Zelllinien verwendet.od&érne In-vitro-Methoden versuchen
Zellaggregate zu imitieren, um die Komplexitat v@rganen zu simulieren [Burzlaff, 2005].
In der Toxikokinetik werden Leberzellen aus versdenen Spezies flr Metabolismusstudien
verwendet. Um die Anzahl der Tierversuche fir dieikologische Beurteilung von Stoffen
zu reduzieren, wurden von der OECD Richtlinien Burchfihrung vorgeschlagen. Dabei
wird eine Vergleichbarkeit aller Tierversuche arngest und die Annerkennung durch alle

Staaten. Ausgenommen hierfur ist die Prifung vamaAimitteln.

Zellzyklus
Der Zellzyklus von eukaryontischen Zellen wird iimf Phasen unterteilt (Abbildung 2-4).

Sein zeitlicher Ablauf wird durch die Synthese #iabau von Cyclinen bestimmit.
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M
(Mitoss)
G2 GV T, G
(Gap 2) / vy (Gap 1)
_,1”'\_., aukanyontischar

Zellzyklus

! |
IIII ""l' £ .‘ "
5-Ph 3‘5;\‘\@\--_ o "/ Zellen, die keine

(DNA-Synthese) -~ Zelteilung mehe

Abbildung 2-4:Ubersicht iiber den Zellzyklus bei Eukaryonten [wawm.de]

Fehlen Mitogene, wie beispielsweise Wachstumsfaktader Substrate, befinden sich die
Zellen in der @-Phase und teilen sich nicht mehr. Auf bestimmgn&e hin kdnnen diese
Zellen die G-Phase verlassen und treten in dieRBase ein. In dieser Phase werden Proteine
synthetisiert, die fur die darauf folgende S-Phase Bedeutung sind. Das Zellvolumen
nimmt zu. Zwischen G und S-Phase existiert ein Kontrollpunkt, an demIdtegritat der
DNA, die Grol3e der Zelle und die Verfugbarkeit Wditogenen geprift werden. In der S-
Phase kommt es zu einer Replikation der gesamtefA. INder darauf folgenden &hase
werden Proteine fur die M-Phase translatiert. Anddemer G-Phase befindet sich ein
weiterer Kontrollpunkt. Hier wird neben der Grolier delle die Vollstandigkeit der DNA-
Replikation Uberprift. In der M-Phase findet digegitliche Zellteilung statt. Aus einer Zelle
entstehen so zwei identische Tochterzellen. Dietidtipunkte haben eine grof3e Bedeutung
im Zellzyklus. Wird DNA z.B. durch Carcinogene ble&ddigt, wirde dies ein erhohtes
Mutationsrisiko bei der Zellteilung bedeuten. Taihe solche Schadigung auf, wird vermehrt
das Tumorsuppressor-Protein p53 synthetisiert. d3id&t zur Folge, dass z.B. das Protein
p21 gebildet wird, welches den Ubergang von der i die S-Phase inhibiert. Kann der

Fehler nicht behoben werden, kommt es durch p53miation von Apoptose.

Apoptose und Nekrose

Die Apoptose ist eine Form des programmierten @@t Dieses Selbstmordprogramm kann
durch aulere Einflisse eingeleitet werden (z.B.cldutmmunzellen) oder aufgrund
zellinterner Prozesse ausgeldst werden (z.B. nastolistandiger DNA-Replikation). Der
apoptotische Vorgang verlauft nach einem immer egldichen Schema. Im Vergleich dazu
ist die Nekrose ein passiver Vorgang der meist lduialRere Einflisse wie z.B. einer

Verletzung hervorgerufen wird. Das bei der Nekr@sswerdende Zytoplasma fuhrt im

11
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umgebenen Gewebe meist zu Entzindungsreaktionen.ubterschiedlichen Verlaufe der
Apoptose und Nekrose sind in Abbildung 2-5 dardkst&inige der apoptotischen
Erscheinungen lassen sich durchflusszytometrischvmaisen. Das Phosphatidylserin das bei
Beginn der Apoptose von der zytoplasmatischen aaf AlRRenseite der Zellmembran
translokalisiert wird, kann durch das Membranuntléissige Protein Annexin V selektiv mit
einer sehr hohen Spezifitait gebunden werden. DaseXin V Protein ist durch einen
Fluoreszenzfarbstoff markiert, hat aber den Natld®s nekrotische Zellen aufgrund ihrer
fehlenden Membranintegritat auch durch Annexin Yage werden. Diese werden mit einem
weiteren membranundurchlassigen Fluoreszenzfafb¢mB. Propidiumiodid, ein DNA
spezifischer Farbstoff) ausgeschlossen. Die Apept@nn durch eine Reihe von aulReren
Einflissen ausgeldst werden wie durch Zugabe voan@ialien wie z.B. Tri-n-butylzinn,
Zugabe eines Fas-Liganden, einen kurzem Hitzescheck42°C oder auch UV- ung

Strahlung.

Apoptose A TNy Mekrose

Abbildung 2-5: A: gesunde Zelle, B: KernkondensatiTranslokalisation von Phosphatidylserin, CdBiig
von Apoptosekorperchen, D: Phagozytose, E: angesitdwve nekrotische Zelle und F: Zelllyse. Grafik
modifiziert nach Kerr (1995).
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2.3. Hefekultivierungen

Je nach Ziel der Kultivierungsexperimente kannHkéeziichtung auf verschiedene Arten
erfolgen. Die haufigsten Methoden sind die Bataid die kontinuierliche Kultivierung, die

im Folgenden beschrieben werden.

Batch Kulturen

Batch-Kultivierungen sind die einfachste Art derllZigchtung, da nach einer einmaligen
Substratvorlage den Zellen keine weiteren Nahmstatfgefihrt werden. Hefen zeigen beim
Wachstum auf Glucose als einziges Substrat in Biétdturen ein Zweiphasen-Wachstum
(Diauxie). Beide Wachstumsphasen setzen sich aes kag-Phase und einer Exponentiellen
Phase zusammen. Die Lag-Phase ist durch das Abebleier Proliferation trotz glnstiger
Umweltbedingungen gekennzeichnet und tritt immernndaauf wenn drastische
Veranderungen in der chemischen Umgebung der Zstitfinden. Wahrend dieser Phase
adaptieren die Zellen die neuen Bedingungen undestehren Stoffwechsel auf die
Umgebung ein. Nach einer linearen Anlaufphase sktztexponentielle Wachstum ein. Die
Zellvermehrung kann, unter der Voraussetzung, #ass wachstumsbegrenzender Faktor

auftritt, mit einem Geschwindigkeitsgesetz erstetr@ng beschrieben werden.

dx
2= x 0.1
d "™ ©.1)

X: Zellmassenkonzentration [g/L]

umax  Maximale Wachstumskonstante

Tritt nur ein einziger limitierender Faktor auf, rka die Wachstumskonstante mit der

Michaelis-Menten-Kinetik beschrieben werden.

_ Fa 8]
[S]+ K,

[S]: Konzentration des limitierten Substrats

U (0.2)

Km: Michaelis-Menten-Konstante

13
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Die zwei Wachstumsphasen zeichnen sich durch whiedliche Stoffwechselprozesse aus.
In der ersten Wachstumsphase wird Glucose oxid&teduzu Biomasse und Ethanol
umgesetzt. Die zweite Phase ist durch den Verbraeshzuvor gebildeten Ethanols sowie
anderen zwischenzeitlich gebildeten MetaboliterB(zAcetat, Pyruvat, etc.) gekennzeichnet.
Durch die kontinuierliche Bildung und den Verbrawtbser Metabolite sehen sich die Zellen
einer sich standig andernden chemischen Umgebusgesetzt. Diese wirkt sich direkt auf
die biologische Aktivitat und den Stoffwechsel déellen aus [$ARK, 2002]. In
Abbildung 2-6 ist das Wachstum einer Hefe-Batchtiiulnach einem Vorschlag von

LOCHERet al. (1993) in sieben verschiedene Stoffweclsaen eingeteilt.

2. Wachstumsphase

[ % CO, im Abgas
o =
a o
1 1
T T
()] ~
o (o1
o o
Flavinfluor

I I I I I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Prozesszeit (h)

Abbildung 2-6: Verlauf des C@Anteils im Abgas und der Flavinfluoreszenz eingpischen Hefe-Batch-
Kultur. Der Prozess ist in sieben verschiedenefBamhselphasen eingeteilt wobei jede der Phasechdiie
Bildung (blau) und den Verbrauch (rot) verschiedevetabolite a) Glucose, b) Ethanol, c) AcetatPgjuvat,
e) andere org. Sauren gekennzeichnet ist [n&xtHERet al., 1993].

Zur Verdeutlichung des diauxischen Wachstumsvezhalt ist die mittels Online-

2D-Fluoreszenzspektroskopie gemessene relativanktmvzentration mit in das Diagramm

eingetragen. Der typische Verlauf des£#teils in der Reaktorabluft dient als Referenz.

Kontinuierliche Kulturen
Untersuchungen an Zellkulturen, die unabhéngig wathselnden Umwelteinflissen sein
sollen, werden in kontinuierlichen Kultivierungem iCSTR durchgefuhrt. Durch Online-

Uberwachung der Kultur ist eine Regelung auf kamstaJmweltbedingungen moglich, die
14
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eine hohe Reproduzierbarkeit und Vergleiche miteasma Kulturen ermdglicht. Durch
Anderungen der Kultivierungsbedingungen (pH-Wesgg&sung, Verdiinnungsrate, etc.) kann
ein direkter Einfluss auf das Wachstums- und Steffwselverhalten der Zellen genommen
werden. Es besteht z. B. die Mdoglichkeit, Hefen iglezzur Produktion von Ethanol
anzuregen, was tagtaglich in Brauereien und Wineergetan wird.

Unter bestimmten Bedingungen kann sich in kontiigigen Kulturen ein synchrones
Wachstum einstellen. Die Zellen passen dabei ifir@fungszyklus einander an und treten
nahezu gleichzeitig in die einzelnen Stadien detod& ein. Autonomes synchrones
Wachstum wurde ausschlie3lich in glucoselimitierkemtinuierlichen Kulturen beobachtet
[PARULEKAR etal., 1986] [BNNLEITNER etal, 1986] [N etal., 1997]. Der
einschrankende Faktor dabei ist die Verdinnungsrate genaue Lage der kritischen
maximalen Verdinnungsrate (D ist abhangig von der Substrat-Konzentration im
Nahrmedium. Fur eine Glucose-Konzentration von /A0gaben ®NNLEITNER et al. (1986)
einen Grenzwert von P= 0,3 K' an.

Die Induktion des synchronen Wachstums kann auérsohiedliche Arten erfolgen. Eine
bewahrte Methode ist die Umstellung einer Batchtituauf einen kontinuierlichen Betrieb.
Dieser Substratshift muss nach einer mehrstindiiergerphase erfolgen, in der den Zellen
keine assimilierbare Kohlenstoffquelle zur Verfigwtehen darf [RRULEKAR et al., 1986]
[BEUSE, 1997]. Ebenfalls mdglich ist das Setzen von Salmtlsen (z. B. Glucose, Ethanol,
etc.) [PARULEKAR et al., 1986] [MINCH et al, 1992] oder der Einschub von Phasen mit
Eduktlimitierung (z. B. Hungerphasen oder BegasmitgStickstoff). Spontane Oszillationen
ohne vorherige Initiierung wurden ebenfalls beoleicjzaMAMIRI et al., 2001].

Der Mechanismus fur das Zustandekommen und dieeBhbferhaltung der Oszillationen ist
trotz vieler Untersuchungen an Hefekulturen immecm nicht vollstdndig geklart. Nach
Meinung vieler Forschergruppen ist das intermedidweftreten von Glucose- oder
Ethanolspitzen zu bestimmten Zeitpunkten des Zellsy der Trigger fur anhaltende
Oszillationen [®NNLEITNER et al., 1986] [MUNCH et al, 1992]. MARTEGANI et al. (1990)
beziehen aul3erdem die Zellmasse als einen Faktoinmhr Modell ein. Alle Ansatze
beruhen auf der Annahme einer Durchschnittszelkleherlicksichtigen nicht die dynamische

GroRRenverteilung der Zellen.
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2.4. 2D-Fluorezenzspektroskopie

Zur Beobachtung der Kulturfluoreszenz wurde der VBaav-Sensor (Delta Electronics
Light & Optics, Danemark, 1999) eingesetzt. Dasustb Gerat wird durch ein wasserdichtes
Edelstahlgehause vor chemischen und mechanischéastidegen geschitzt und findet
deshalb bevorzugt in technischen Prozessen Verwgnddie Anregerstrahlung liefert eine
gepulste Xenon-Blitzlichtlampe (Hamamatsu, JapAty.Detektor dient ein Photomultiplier.
Die exzitierte und emittierte Strahlung wird dummliei voneinander unabhéngig rotierenden
Filterrader mit jeweils 16 Filtern monochromatisidder Arbeitsbereich erstreckt sich von
270 bis 550 nm (Exzitation) und von 310 bis 590 (Emission) bei einer Bandbreite von 20
nm je Filter. Durch die hohe Filterwechselgeschugkdit von 250 ms, betragt die
Aufnahmedauer eines Spektrums aller Wellenlangebkuationen, bei Dreifachmessung
und Mittelwertbildung, ca. 1,5 min. Drastische fatérungen der Kulturfluoreszenz wahrend
einer Messung kénnen damit ausgeschlossen weragrfubktionelle Aufbau des BioView-

Sensors ist in Abbildung 2-7 dargestelit.

| _Referenzdetektor
Lichtquelle 4, Lichtleiter
= Strahte oak
trahlteiler Reaktor
1, S.tromversorgung [
Lichtquelle Exzitations- = —
R filterrad -
Photomultiplier Lichtleiter §
4’(’* vom N
Reaktor (N
Linse N
A4 A4 §
Detektor Verstarker iaai
rve )i/// Emissions-
Einheit - v filterrad §
| N
Kontroll- und
Reaktorwand i
Steuereinheit %H Medium

Abbildung 2-7: Schematischer Aufbau und Strahlegg#es BioView-Sensors [Schweder, 2001].

Gemessen wurden samtliche dem Gerat moéglichen kétigenkombinationen. Besondere
Aufmerksamkeit dabei erhielten drei Gebiete im $pek, die den Exzitations-
/Emissionsbereich nattrlich vorkommender Fluorophkennzeichnen. Tabelle 2-1 enthalt

eine Zusammenstellung dieser Verbindungen.
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Tabelle 2-1: In der Hefekultur messbare Fluorophomm ihre Exzitations-/Emissionsmaxima.

Fluorophor (ex/emax [NmM]
NADH 340/460 [Guilbaullt,1973]
Tryptophan, Tyrosin| 287/348 [Wolfbeis, 1985]
Flavine FAD 370/520 [Wolfbeis, 1985]

FMN 450/520 [Wolfbeis, 1985]

Da keine Vermessung der Reinsubstanzen erfolgtend sich die Maxima durch
Uberlagerungen und andere Einfliisse (Temperatuieit, Losungsmittel, Streulicht, etc.)
verschieben.

Der BioView-Sensor wird Uber einen Flussigkeitsivebllenleiter in einem dafir
vorgesehenen Port mit Quarzglasscheibe (25 mm) dachSterilisation des Reaktors an
diesem angebracht und fixiert. Die Messungen egfolghne Probenahme direkt in der Kultur
(in-situ), und ohne das Wachstum zu stéren (nich&siv). Das Gerét ist besonders flr
guantitative Analysen geeignet. Da eine Kalibrataufgrund der sich &ndernden und nicht
vollstandig zu reproduzierenden Verhaltnisse im KRea nicht maoglich ist, kdénnen
ausschliel3lich die relativen FluoreszenzintensitgfeFl) gemessen werden. Diese lassen
wiederum nur Ruckschlisse auf Konzentrationsandemrder Fluorophore im Reaktor zu

und nicht auf Absolutwerte.
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3. Testung des 2-Reaktorsystem

Kultivierungen in Reaktoren sind in vielen Fallema&andig und benétigen nicht selten eine
Vorbereitungszeit von mehreren Tagen. Die reinepeEirmente an den Kulturen hingegen
sind oft innerhalb von einigen Stunden abgeschiosgele Versuche erfordern aul3erdem
durch Puls- oder Begasungsexperimente einen Eingrden Wachstumsprozess der Zellen.
Fur einen erneuten Versuch ist dann ein Abbruch ded Wiederaufbau der Anlage

erforderlich. Die im Rahmen der Arbeiten entwickalnd erstellte 2-Reaktoranlage bietet die
Maglichkeit, mehrere Experimente mit einem einzigeribau durchzufihren. Nach Beftillen

eines kleinen Testreaktors aus dem grof3en Kultimgsreaktor kénnen hier Experimente
durchgefuhrt werden, ohne den WachstumsprozesZen im Kultivierungsreaktor zu

storen. Denkbar sind dabei mehrere Arten der Vésfiubrung. Die Versuche kodnnen
parallel zu dem Bioprozess im Kultivierungsreaktiurchgefihrt werden. Der Testreaktor
kann auch getrennt werden und so als eigenstanBigeh-Prozess laufen mit dem weitere
Experimente mit dem gleichen Inokulum durchgefidvdgrden kénnen. Es kénnen auch
kontinuierliche Bioprozesse durchgefiuhrt werdenaiB im Falle von Hefe-Kultivierungen

eine Initiation von synchronem Wachstum zu zeigeth zu untersuchen.

3.1. Aufbau des 2-Reaktorsystems

Es wurde ein Reaktorsystem bestehend aus einenvikuingsreaktor und einem Testreaktor
neu aufgebaut. Das System wurde mit einem Bios{d5Q Kultivierungsreaktor) und einem

Biostat Q (300 mL Testreaktor) realisiert. Die l@xidReaktoren werden mit Schlauchen und
Ventilen so verbunden, dass mit Hilfe von Perid¢plimpen ein standiger Austausch zwi-
schen den beiden Reaktoren mdglich ist. Zusatrlicth an beide Reaktoren ein mit Medium

befilltes Vorratsgefald angeschlossen. In Abbild8igist der schematische Aufbau des 2-
Reaktorsystems zu sehen. Ein weiterer Vorteil desikiforkombination ist die bessere Ver-
gleichbarkeit der Versuche untereinander. Da dipelimente an derselben Kultur durchge-
fuhrt werden, sind Schwankungen in biologischent&yen in den Versuchsbedingungen

nahezu ausgeschlossen.
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Abbildung 3-1: Schematischer Aufbau der Reaktorkimaiiion aus den Anlagen Biostat C und Q.

Durch den Aufbau des Schlauch-Ventil-Systems kaamaiReaktorsystem auf drei verschie-

dene Arten betrieben werden, wie in der Abbildur@yshematisch dargestellt ist.

b) c)

{ee Zwel- bzw . Dreiwegwhahn ® Pumpe )

Abbildung 3-2: Verschiedene Betriebsarten der aeldgiten Reaktorkombination. a) Biostat C und Q werd
zusammen als ein einheitliches Batch-System betnieb) Biostat C und Q werden als zwei getrenntelBa
Systeme betrieben. c) Biostat C wird als FedbatzhBiostat Q als kontinuierliche Kultivierung betoen. Die
roten Linien kennzeichnen in jedem Fall bei deri@bsart nicht benutzte Schlauchabschnitte.
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Uber zwei Drei-Wege-Ventile konnen die Schlauchiretbngen so geschaltet werden, dass
die Reaktoren miteinander verbunden oder getreaneéimander als Batch-Kultivierung be-
trieben werden kdonnen. Durch den Anschluss eingsatdgefaRes kdnnen beide Reaktoren
auch zur Fedbatch-Kultivierung benutzt werden. Estdht zusatzlich die Mdglichkeit im
Biostat Q Reaktor kontinuierliche Kultivierungen rdiozufihren. Frisches Kulturmedium
kann fortdauernd Uber das Vorratsgefal zugefutdtdia Gberschissige Kulturbriihe in den
Biostat C gepumpt werden. Da die Verbindungsschi&ueéhrend einer Kultivierung nicht
gereinigt werden, mussen die nichtbenutzten Abstiehmidglichst klein gehalten werden, um
Zellablagerungen zu vermeiden. Der Biostat Q verfuglem tber einen seitlichen Ausgang,

Uber den er vollstandig entleert werden kann.

3.2. Charakterisierung des 2-Reaktorsytems

Zur Charakterisierung des Reaktorsystems wurde ieseimem definierten Volumen an
Flassigkeit geflllt. In dem Biostat C wurde beifienden Pumpen Pulse einer Riboflavin-
Losung als Tracer zugegeben und in beiden Reakthnan Detektion der Riboflavinfluores-
zenz mit dem BioView die Anderung der Konzentraties Vitamins verfolgt. Aufgenom-
men wurde der Verlauf der Wellenlangenkombinatiore30/em510, ex430/em530,
ex450/em510 und ex450/em530. Fir eine weitergeh€hdeakterisierung wurde die Pump-
rate des Zulaufs des Biostat Q variiert. Die Eilhstgen und die sich daraus ergebenden

Kenngrol3en lassen sich aus Tabelle 3-1 entnehmen.

Die Ergebnisse der ersten drei Versuche sind inlédinbg 3-3 wiedergegeben. Dargestellt ist
der zeitliche Fluoreszenzverlauf der Wellenlangenlimation ex450/em510 nm im Testre-
aktor fur die drei verschiedenen Pumpraten. Dieotszenzintensitét ist der Tracerkon-
zentration direkt proportional. Zum Zeitpunkt t=Qunde das Riboflavin eingespritzt. Die
Konzentration im Kultivierungsreaktor zu diesem tgenkt wird mit ¢ bezeichnet. Alle
Messwerte wurden durch die maximal gemessene RMinKonzentration (g geteilt und
so normiert. Ein registrierbarer Anstieg der Flsaenzintensitat stellt sich bei allen drei
Kurven erst nach Verstreichen einer gewissen Dairgrdie von der Verteilungsgeschwin-
digkeit des Tracers im Reaktor und von der Totdes Zulaufs abhéangig ist.
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Tabelle 3-1: Einstellungen und KenngréRen beiCGlearakterisierung des 2-Reaktorsystems
Pumpgeschwindigkeit 1,5 mL/s 2,7 mL/s 3,3mL/s rh]5s
Rihrerdrehzahl 1000 min"
Kultivierungsreaktor

Ruhrerdrehzahl Testreaktor 750 fhin
Gesamtarbeitsvolumen des Sys- 8000 mL 6000 mL
tems, davon

Volumen Kultivierungsreaktor, 7635 mL 5635 mL
Volumen Testreaktor, 300 mL 300 mL
Schlauchvolumen Zulauf, 35 mL 35 mL
Schlauchvolumen Ablauf 30 mL 30 mL
hydrodynamische  Verweilzeis090 s 2828 s 2313 s 3756 s
im Kultivierungsreaktor

hydrodynamische  Verweilzei200 s 112s 92s 200 s
im Testreaktor

Nach der Totzeit folgt ein steiler Anstieg der Kemy wobei der Graph mit der hdchsten
FlieRgeschwindigkeit erwartungsgemald die starksdgydhg aufweist. Mit fortschreitender

Zeit nahern sich alle Kurven einem Maximalwert.
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Abbildung 3-3: Normierter Verlauf der Riboflavinfimentration bei einem Gesamtarbeitsvolumen von lie 8
und drei verschiedenen FlieBgeschwindigkeiten. @esd auf den Intensitatswerten der Wel-

lenlangenkombinatioReyaso/emsio

In Abbildung 3-4 ist bei langeren Laufzeiten einen&dhme der Tracerkonzentration zu erken-

nen. Dieser Effekt wird durch ein theoretisches Blbdeschrieben.
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Abbildung 3-4: Normierter Verlauf der Riboflavinkonzentration e#em Gesamtarbeitsvolumen von 6 L und
einer FlieBgeschwindigkeit von 1,5 mL/s. Basieremd den Intensitatswerten der Wel-

lenlangenkombinatioRgyaso/emsio
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2-Reaktorsystem

Durch die Kreisschaltung beeinflussen sich die &eifReaktoren gegenseitig (Ruckkopp-
lung). Das Ausgangssignal des Kultivierungsreaktdes einer Storfunktion entspricht, wird
somit zum Eingangssignal des Testreaktors und uelgekDie Schlauchabschnitte des Zu-
und Ablaufs werden an dieser Stelle nicht beru¢kigjt Durch simultanes Lésen der aufge-

stellten Differentialgleichungen (0.3) und (0.4)nké&n die Verhaltnisse in den Reaktoren

berechnet werden.
dee (9 _ ()9 03
dt I. '
ey () _ ()= (8 0
dt T, '

cc ist die Konzentration undc die hydrodynamischer Verweilzeit im Kultivierungaktor
(Biostat C), ¢ die Konzentration undqg die hydrodynamischer Verweilzeit im Testreaktor
(Biostat Q).

Der Konzentrationsverlauf im Testreaktor wird duGlkeichung (0.5) beschrieben. Mit der
Konstantenz wird die Verzogerung des KonzentrationsanstiegReaktor durch den Zulauf

erfasst. Fur t >Agilt:

Co= (0.5)
tz: gibt die Totzeit des Zulaufs an. Mittels Variatider Konstantenpaund  wurde das Mo-

dell an die Messdaten bei verschiedenen hydrodyswen Bedingungen angepasst.
Abbildung 3-5 zeigt den Vergleich zwischen ModeibduMesswerten.
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Abbildung 3-5: Vergleich des theoretischen und gssenen Konzentrationsverlaufs des Tracers im éFrestr
aktor bei einem Gesamtarbeitsvolumen von je 8 Ldned verschiedenen FlielRgeschwindigkeiten, basdkesif

den Intensitatswerten der WellenlangenkombinakiQmoemsio

Bedingt durch den Aufbau des Reaktorsystems stidienEndkonzentration des Tracers in
den Reaktoren nicht mit der Anfangskonzentrati@imcKultivierungsreaktor Gberein. Durch
die Ruckfuhrung des Inhalts des Testreaktors stadh vielmehr eine Gleichgewichtskon-
zentration im System ein, welche sich bei Kenntltes Reaktorvolumina nach Gleichung

(0.6) berechnen lasst.

(0.6)

Ccc gibt die Gleichgewichtskonzentration ang ¥t das Volumen des Kultivierungsreaktors
(Biostat C) esist das Gesamtarbeitsvolumen.

Der Vergleich der Werte in Tabelle 3-2 zeigt, ddgs modellbasierende Gleichgewichts-
konzentration um 0,08 vom aus den Messwerten beeteh Wert abweicht. Umgerechnet
entspricht dieses einer Volumenabweichung von dth%estreaktor. Wie in Abbildung 3-6
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2-Reaktorsystem

zu erkennen ist, nimmt die Differenz zwischen Mbédaehd Messwerten mit fortschreitender

Laufzeit stetig zu.

Tabelle 3-2: Vergleich der erwarteten und modeldranden Gleichgewichtskonzentration im Reaktor-

system bei einem Gesamtarbeitsvolumen von 8 L.

Gesamtarbeitsvolumen Aus Messwerten berechngtaodellbasierende Gleichge-
Gleichgewichtskonzentratigmvichtskonzentration
8L 0,954-¢ 0,962-¢

o Messwerte
—— Modell ohne Reaktion
—— Modell mit Reaktion

max

0,0 T I T I T I T I T I T I T I T I
0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000
Zeit (s)

Abbildung 3-6: Vergleich des theoretischen und gssenen Konzentrationsverlaufs des Tracers im éFestr
aktor bei einem Gesamtarbeitsvolumen von 6000 md einer FlieRgeschwindigkeit von 1,5 mL/s. Basidren

auf den Intensitatswerten der Wellenlangenkombbmati,so/ems1o

Die Abnahme der Riboflavinkonzentration kann dudas bestehende Modell nicht erklart
werden. Unter der Annahme, dass das als Traceesetgje Riboflavin einem Zerfallsprozess

erster Ordnung unterliegt, wurde das Modell umriReaktionsterm erweitert.
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2-Reaktorsystem

deg (1) _ & (1)~ (1Y)

dt 7. e (1 e
dqét(t) _ Cc(t)T;CQ(t) ke (0 (0.8)

k ist die Geschwindigkeitskonstante der Reaktioarads folgend errechnet sich der Kon-

zentrationsverlauf im Testreaktor nach Gleichung 5.

(rc+rQ+errQ)(t—tZ)

_k(t_tZ) -e Tolc

Colc| €

C = —r— (0.9)

Das Modell wurde wiederum durch Variation der Kamsén g, tz und k an die Messwerte
angepasst. Wie in Abbildung 3-6 zu sehen ist, wlied Verlauf der Riboflavinkonzentration
nun auch bei langen Laufzeiten korrekt wiedergegebkéne Gegeniberstellung der aus den
Messwerten berechneten und der modellbasierendeich@éwichtskonzentrationen in
Tabelle 3-3 ergab zudem eine sehr gute UbereinstimymDie Geschwindigkeitskonstante

des Riboflavinzerfalls wurde auf 7,4546" bestimmt.

Tabelle 3-3: Vergleich der erwarteten und modsir@nden Gleichgewichtskonzentration mit und ohne

Reaktionsterm im Reaktorsystem bei einem Gesanitswbkimen von 6 L.

Aus Messwertepnmodellbasierende | modellbasierende
Gesamtarbeitsvolumeberechnete Gleichgewichts- | Gleichgewichts-
Gleichgewichts- |konzentration ohngkonzentration mif
konzentration Reaktionsterm Reaktionsterm
6L 0,939-¢ 0,949-¢ 0,939-¢
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2-Reaktorsystem

3.3. Batch-Kultivierungen im 2-Reaktorsystem

Es wurden in der Reaktorkombination Hefekultiviegan durchgefuhrt. Der 20-L-Kultivie-
rungsreaktor der Biostat C Anlage wurde mit 5 L&zmann-Medium befillt. Im Anschluss
an die Kalibration der pH-Elektrode erfolgte dig¢amatisierte Dampfsterilisation (30 min bei
121 °C) des Mediums und der Auslasshahne. Uber Aistechgarnitur wurde der Reaktor
mit dem autoklavierten Feed-Gefal? und den pH-Keourdkissigkeitsflaschen verbunden. Der
Behalter mit der Glukoselosung wurde separat duethe eigene Anstechgarnitur
angeschlossen. Der 300-mL-Reaktor der Biostat Qadelwurde 30 min bei einer
Temperatur von 121 °C autoklaviert. Der Zusammesshder Kessel erfolgte ebenfalls tber
Anstechgarnituren. Die Begasung und das Thermastatbeiden Reaktoren sowie die
Pumpen fiir den Kreislauf wurden eingeschaltet. Naobr Polarisationszeit von mindestens
12 h wurden nach Zugabe der Glukoseltsung diegi€ktroden kalibriert. Nach Zugabe der
sterilfiltrierten, 1:3-verdinnten Vitamin- und Ahiotikalésungen wurde der 20-L-Reaktor
mit der Vorkultur beimpft und die Datenaufzeichnigestartet. In jedem Reaktor konnten die
respiratorischen Parameter und die Kulturfluoreszggsondert gemessen werden. Wahrend
die Reaktoren verbunden waren erfolgte die pH-Kauaredurch den Biostat C. Erst nach der
Trennung der Kessel wurde jedes System durch deneiSteuereinheit geregelt. Tabelle 3-4

beinhaltet die Prozessparameter der Kultivierung.

Tabelle 3-4: Prozessparameter der Hefe-KultueinReaktorkombination.

Reaktor Kultivierungsreaktor Testreaktor
Biostat C Biostat Q

pH-Wert )

Rihrerdrehzahl 1000 miin 750 min®

Arbeitsvolumen 6,3L 300 mL

Temperatur 30 °C

Begasungsrate 9 L/min 1 L/min

Glukose 18 g/L

Pumpgeschwindigkeit| 2,2 mL/s

Wahrend der Batch-Phase erfolgte der Betrieb deagenals ein gekoppeltes System. Das
Wachstumsverhalten der Zellen wurde in beiden Reakt beobachtet und miteinander
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2-Reaktorsystem

verglichen. Abbildung 3-7 zeigt die Gegenuberstaglles C@Anteils im Abgas und des
Gelostsauerstoffs der Reaktoren.
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Abbildung 3-7: Vergleich der CoVerlaufe und des Geldstsauerstoffs der Hefe-B&taltur im Test- und

Kultivierungsreaktor der Reaktorkombination.

Alle Prozessgrollen zeigen den fur eine Hefe-BatghuK typischen Verlauf. Die
Gesamtdauer der Kultivierung betrug ca. 32 Stun@ge.erste Wachstumsphase war nach
18 Stunden abgeschlossen. Die zweite Wachstumsytate eine Lange von 13 Stunden.
Die geringe konstante Differenz der €Rurven von 0,04 % bis zur 28. Kultivierungsstunde
ist auf systematische Abweichungen der Abgasakalyti zurlickzufiihren. Die
Sauerstoffsattigung im Biostat-Q-Reaktor sank ab 2. Kultivierungsstunde auf 0 %.
Zeitgleich stieg der Unterschied der £Rurven innerhalb kurzer Zeit auf bis zu 0,2 %. Das
Zuruckbleiben des CfAusstolles im Biostat-Q-Reaktor ist demnach beddgth eine
Sauerstofflimitierung der Kultur. Nachdem samtlictestoffwechselbare Kohlenstoffquellen
verbraucht waren, stellte sich die konstante Deaifier von 0,04 % wieder ein. Der
Gelostsauerstoffgehalt im Biostat-C-Reaktor eriteickeinen Tiefpunkt von 65 % in der
29. Kultivierungsstunde. Die vollstdndige Saueffstrsorgung der Kultur im Biostat C ist zu
jeder Zeit gewahrleistet.

Die Zellen zeigten in beiden Reaktoren das fir Heypische diauxische Wachstumsverhal-

ten. Abbildung 3-8 zeigt den Verlauf der Flavinftaszenz in beiden Reaktoren. Nach
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STARK (2002) besteht ein linearer Zusammenhang cheis der Zellmassenkonzentration

und der Kulturfluoreszenz im Flavinbereich (ex41@480 nm).
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Abbildung 3-8: Vergleich der Flavinfluoreszenzenr déefe-Batch-Kultur in den Reaktoren Biostat C und
Biostat Q der Reaktorkombination. Zur Orientierutignt der C@Verlauf im Abgas des Biostat-C-Reaktors.

Als weiteres Vergleichskriterium sollen die Wacsskonstanten herangezogen werden.
Aufgrund des oben erwahnten Zusammenhangs werdetefiBestimmung der Wachstums-
konstanten die Messdaten des BioView-Sensors velgteAus dem Geschwindigkeitsgesetz

des Zellwachstums ergibt sich nach IntegrationVdechstumsgleichung.
IN(X) = Lt +IN(X,) (5.8)

Nach der logarithmischen Auftragung der Flavinfesrenz gegen die Zeit in Abbildung 3-9
lassen sich die Wachstumskonstanten aus der Steigpestimmen. Das exponentielle
Wachstum beginnt nach der Adaption der Zellen andue Umgebung erst nach Abschluss
einer linearen Anlaufphase. Die Ermittlung der @teg der Wachstumsabschnitte erfolgt

mittels linearer Regression. Die berechneten Wanig in Tabelle 5.5 aufgefuhrt.
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Abbildung 3-9: Logarithmische Auftragung der Flafliloreszenzen der Hefe-Batch-Kultur in den Readdor
Biostat C und Biostat Q der Reaktorkombination. @uientierung dient der CoVerlauf im Abgas des Biostat-
C-Reaktors. Tabelle 3.5 stellt die Ergebnisse elaagegeniiber.

Tabelle 3-5: Wachstumsraten der zwei Wachstumsphas@&en Reaktoren Biostat C und Biostat Q der

Reaktorkombination.

Reaktor Biostat C Biostat Q
1. Wachstumsphase 0,255 h 0,227 i
2. Wachstumsphase 0,043 h 0,047 i

Die Wachstumskonstanten der einzelnen Wachstumsplsisnmten in beiden Reaktoren gut
Uberein. Die Untersuchungen haben gezeigt, daseenéileiner Batch-Kultivierung die Zel-

len in beiden Reaktoren das gleiche Wachstumsyerhaufweisen. Ein Problem stellte die
Sauerstoffversorgung im Biostat-Q-Reaktor dar. Bauerstoffeintrag hangt in erster Linie
von der Riuhrerdrehzahl ab. Untersuchungen zeigess diese bei der Magnetrihrtechnik im
Biostat Q nicht beliebig weit erhdoht werden kanmtshchlich ist bei Verwendung eines
prismenférmigen Magnetriihrstabchens mit 750 irereits die maximale Riihrerdrehzahl
erreicht. Die Installation eines Kapillarrihrersnkée sich aus Platzmangel in dem kleinen
300-mL-Reaktor als schwierig erweisen. Denkbar wédez Einsatz von sternférmigen

Magnetriihrstabchen, die durch zusatzliche Schikaftieneine bessere Umwalzung des

Mediums sorgen kénnten.
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4. Kontinuierliche Hefe-Kultivierungen

In kontinuierlichen Kultivierungen kdnnen Hefezellanter bestimmten Bedingungen ihren
Zellzyklus synchronisieren. Wahrend der Fermentati@chseln sich Phasen verschiedenen
Stoffwechselverhaltens ab und fluhren zu einer @$mh von Prozessgrof3en. Die
Interpretation der Messdaten liefert viele wichti§ekenntnisse tUber das Wachstums- und
Stoffwechselverhalten der Zellen.

Die kontinuierlichen Kultivierungen wurden in denpBtat B System durchgefiihrt. Der Auf-
bau der Versuchsanlage kann der Abbildung 4-1 emtmen werden. Die Vorbereitungen der
Experimente sowie der Betrieb der Anlage erfolgéexalog dem Abschnitt 1.3. Das syn-
chrone Wachstum wurde nach einem Batch-Betriebainer darauf folgenden, mindestens
dreistiindigen Hungerphase durch einen zweistufi§abstratshift initiiert. Die synchron

wachsenden Hefen wurden dann kontinuierlich kudtivi

Kompressor | Luft Abgas-
analytik RISP
Filter % Motor‘
[ \
[ ] !
Abfall I
Q
(>
/" I
=@
o
Gl BE o @ pO,
A-S Biostat B
Feed BioView I.—.-~
\_ /
St: Ruhrer Gl: Glucose Ac: Saure
T: Temperatur A-S: Anti-Schaum (optional) B: Base
Therm: Thermostat

Abbildung 4-1: Schematischer Aufbau der Biostat-Blaige.
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden kontinuierliche Kuérungen unter verschiedenen Bedin-
gungen durchgefiihrt. Tabelle 4-1 zeigt eine Ubhtsier Fermentationsparameter der einzel-

nen Kultivierungen.

Tabelle 4-1: Fermentationsparameter der durchgedfiitkontinuierlichen Kultivierungen.

Verdiunnungsratg,14 K 0,17 K" 0,15 K"
pH-Wert 5,5 5 5
Ruhrerdrehzahl | 1200 miin 800-1200 miit |1200 mirr
Arbeitsvolumen| 1,8L 15L 18L
Temperatur 30 °C

Begasungsrate | 2,85 L/min

Die Aufzeichnungen der Kulturfluoreszenz lassemédibs Rickschliisse auf das Stoffwech-
selverhalten der Hefezellen zu. Die Proteinfluoeegz in Abbildung 4-2 kann als ein
Indikator fur die durchschnittliche Zellmasse arefes werden [PRRO et al.,, 2003] und
steigt im Einklang mit der Biotrockenmasse wahrdad Wachstumsphase an. Die Abnahme
der Zellmasse und -grofRe in der S-Phase ist zumneauf die Verstoffwechslung der
Speicherstoffe und zum anderen auf das steigendéhalas von Zellaustrag zu
Zellwachstum zuriickzufiihren. Nur schwach zu erkensein Abbildung 4-2 die Oszillation
in der Flavinfluoreszenz. Die Kurve steigt wahraeted Wachstumsphase kaum merklich an

und zeigt zum Zeitpunkt des Eintritts in die Sységghase einen leichten Einbruch.
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Abbildung 4-2: Oszillation des G&5ehalts im Abgas, der Biotrockenmasse und derrEirenzintensitaten

im Protein- und Flavinbereich einer synchronen Kelter bei einer Verdiinnungsrate von 0,74 h

Die deutlichsten Schwankungen in der Fluoreszeeasitat zeigt die Konzentration des
Elektronentransportmolekiils NADH in Abbildung 4-Bie oxidierte Form NAD besitzt
keine Fluoreszenzeigenschaften in den BereicherAdexgungswellenlangen. Wahrend der
Wachstumsphase ist zunéchst eine langsame kontidge Erhéhung zu erkennen, die nur
abhangig vom allgemeinen Zellwachstum ist. Der isghafte, zeitgleiche Anstieg mit dem
respiratorischen Quotienten zeigt hingegen die Elosty des oxidativen auf den oxido-
reduktiven Stoffwechsel an. Bei den Flavinen FMNI W/fAD handelt es ich ebenfalls um
Elektronencarrier (reduzierte Formen: FMNihd FADH). Da bei diesen Verbindungen im
Gegensatz zum NADH nur die oxidierten Formen flepemzfahig sind, ist hierdurch der
Ruckgang der Fluoreszenz zu erklaren. Durch Dimisiter NADH- durch die Protein-
fluoreszenz lasst sich der wachstumsbedingte Teil Fluoreszenz eliminieren. An der
resultierenden Kurve in Abbildung 4-3 lasst sica Btoffwechselumstellung noch deutlicher

erkennen.
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Abbildung 4-3: Oszillation des GAGehalts im Abgas, des respiratorischen Quotiented der Fluores-
zenzintensitdten von NADH bzw. dem Quotienten NABtéteine einer synchronen Hefekultur bei einer

Verdiinnungsrate von 0,14'h

Die durchflusszytometrischen DNA-UntersuchungenKidtur unterstiitzen die aufgestellten
Schlussfolgerungen. Abbildung 4-4 gibt die Zusamseérung der Gesamtpopulation aus den
Zellen in den jeweiligen Stadien der Teilung an. iBs zu erkennen, dass stets ein
Mindestanteil von 25 % der Zellen in dek-Bhase vorliegt. Dieser Zustand kann mit der
zytometrischen DNA-Quantifizierung nicht von deg-Bhase unterschieden werden. Unter
der Annahme, dass es sich bei diesen 25 % um ZaliBarhalb des Teilungszyklus handelt,
wird dieser Anteil konsequent von den Messwerten@ePhase abgezogen. Es ergibt sich
somit ein Maximalanteil von ca. 60 %-@ellen. Verglichen mit den Maximalwerten fur die
S- und G/M-Phasen, die bei 55 bzw. 45 % liegen, kann gessiiblgert werden, dass die

Polarisation der Kultur im Bereich zwischen 45 &% liegt.
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Abbildung 4-4: Oszillation des C&sehalts im Abgas und der Zusammensetzung der (frllption (Zellen

wurden angefarbt mit SYTOXGreen) einer synchronen Hefekultur bei einer Vandingsrate von 0,14'h

Trotz der Verwendung eines etablierten Protokatisrke das synchrone Wachstum der Zel-
len nicht Gber den erwarteten Zeitraum von mehr@m@gen aufrechterhalten werden. Auch
nach mehrmaliger Initiation betrug die maximale iszonsdauer der Kultur maximal zehn
Stunden. Nach der Initiierung wurden zunachst zsebieinbar stabile Zyklen durchlaufen.
Innerhalb von zwei schwach ausgepragten Zyklenhbdse Oszillation dann erneut zusam-
men. Dieses Problem wurde auch schon vosNfEELMANN 2004] beobachtet. Der G&be-
halt im Abgas, der Geldstsauerstoff und der regmische Quotient (Abbildung 4-5) pendeln
sich auf einen Durchschnittswert ein. Die Kultuoileszenz zeigt im Protein- und NADH-

Bereich ebenfalls ein unabhéngiges Teilungsverhalé Zellen an.
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Abbildung 4-5:  Ausklingende Oszillation einer Hefétur mit D=0,14 K. Dargestellt ist der Verlauf des CO2-
Gehalts im Abgas, der Protein- und NADH-Fluoreszedas Geltstsauerstoffs und des respiratorischen

Quotienten.

In der Literatur werden Uber mehrere Tage stalzillesende Kulturen beschrieben [McCH
et al., 1992] [M\ROSE, 1999] [HANTELMANN, 2005]. Durch Optimierung der Kultivierungs-
parameter und des Versuchsprotokolls fur das vetetenSystem wurde die Ursache dieses

Phanomens ergrindet und eine Reproduktion deratitergebnisse angestrebt.

Zur Gewahrleistung der Sterilitdt wurde das SchatamFeed-Medium durch zwei Filterkap-
seln mit einer PorengréRe von 1,2 bzw. 2 in den Vorratsbehalter gepumpt. Es wurde
Uberpruft, ob bei diesem Verfahren neben unerwiieacMikroorganismen noch weitere
wichtige Bestandteile des Mediums aus der Losuriidtare wurden. Eine optische Betrach-
tung ergab bereits nach dem einmaligen Gebrau&hleichte Rotfarbung der vorher farblo-
sen Filter, die sich nach weiterem Benutzen noabtékte. Fur eine eindeutigere Aussage
wurde eine quantitative Analyse des Mediums durfikigeé Untersucht wurde der Gehalt an
Eisen, Zink, Mangan und Kupfer, da diese lonen désdium lediglich in Spuren hinzuge-

geben wurden. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4s2amumengestellt.
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Tabelle 4-2: Mineralgehalt des Schatzmann-Mediuaramd nach der Filtration.

lon Fe* zZn’* Mn** cu’
Soll-Wert (mg/L) 3,1 2,0 3,1 0,6
Analyse vor der Filtration (mg/L) 2,1 1,6 2,3 0,4
Analyse nach der Filtration (mg/L)], 0,02 1,4 2,3 0,3

Die Konzentrationen aller lonen betrug vor der railon ca. 2/3 vom Sollwert. Diese
Abweichung konnte auf Fehler bei der Préparatioa Mediums und bei der Messung
zurtckgefuhrt werden. Bis auf kleine Schwankungkebbn die Konzentrationen der lonen
Zn?*, Mn** und C@* durch die Filtration unbeeinflusst. Die Konzerioatder Fé&*-lonen
hingegen nahm stark ab. Vermutlich war bei der &wppn des Feed-Mediums durch die
Wechselwirkung der gelésten Komponenten trotz deslrigen pH-Werts das Eisen als
schwerldsliches Eisenhydroxid ausgefallen.

Die Eisenkonzentration kdnnte als limitierender tBaleinen starken negativen Einfluss auf
die Autoregulierung des synchronen Zellwachtumsehalzur Verifizierung der Annahme
wurde eine neue Kultivierung bei pH 5 und einerdéemungsrate von 0,15'durchgefiihrt.
Um das geschilderte Problem zu umgehen, wurde daat8nann-Feed-Medium ohne die
Mineralsalzlésung angesetzt und durch die Filtesképin den Vorratsbehalter gepumpt. Die
klare, unverdinnte Mineralsalzstammltsung wurdectdiefiend extra durch ein Septum
sterilfiltriert in das Vorratsgefal injiziert.

Abbildung 4-6 zeigt die Ergebnisse der Kultivieruije Oszillationen konnten Uber einem
Zeitraum von mindestens 80 Stunden aufrecht erhaiterden. Nach einer Einschwingzeit
von ca. 40 Stunden wird eine stabile Zyklusdauer ¥&tunden erreicht. Alle Parameter wei-

sen konstante periodische Schwankungen auf. Dieddusind klar und deutlich ausgepragt.
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Abbildung 4-6: Stabile Oszillation einer Hefekulmit einer Verdiinnungsrate von 0,1% iDargestellt ist der
Verlauf des C@Gehalts im Abgas, der Protein- und NADH-Fluorezzedes Geldstsauerstoffs und des

respiratorischen Quotienten.

Das Experiment zeigt, dass die Eisenlimitierung hhaiber Wahrscheinlichkeit die Ursache
fur den Zusammenbruch der Oszillationen darstBlie genaue Wirkungsweise des Eisen-
mangels und der Zusammenhang mit den Regulatiorsgsen des synchronen Wachstums

konnte an dieser Stelle nicht geklart werden. Kiesfnd weitere Untersuchungen notwendig.
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5. Vergleich der Fluoreszenzdaten mit anderen Analy sen-

methoden

5.1. DurchfluRzytometrie

Bei diesen Versuchen wurde das Cytometer ,Epics &, Beckman Coulter, USA,) ver-
wendet. Als Lichtquelle dient ein Argonionenlasé8§nm, 15mW). Das Vorwartsstreulicht
wird direkt in Einstrahlrichtung hinter der Durchéiszelle detektiert. Im rechten Winkel dazu
befinden sich Detektoren fir Seitwartsstreulichtl iluoreszenzlicht. Die Auskopplung der
detektierten Strahlung erfolgt tber dichroitiscrengpassfilter. Fur die Fluoreszenzmessung
stehen drei verschiedene Sensoren mit austauschbargeschalteten Bandfiltern zur Verfu-
gung. Die DNA der Zellen wurden mit Sytox Greenggbt und im DurchfluRzytometer ver-
messen. Bei den Kultivierungen konnte ein Zusammeglzwischen den gewonnen Fluores-
zenzdaten und den Zellzyklusphasen gezeigt wendenjn Abbildung 5-1 dargestellt. Bei
steigendem Anteil an Zellen in der G1-Phase kann era Ansteigen der Protein- und beson-
ders der NADH-Fluoreszenz beobachten. Bei dem vegit®erlauf der Kultivierung steigt
der Anteil der S-Phase wobei die realtive Fluorezzabnimmt bis sie wieder leicht steigt

wenn die Zellen in die G2/M-Phase Ubergehen.
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Abbildung 5-1: Vergleich der Zellzyklusphasen et dProtein- und NADH-Fluoreszenz.
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5.2. In-situ-Mikroskopie

Je nach ZellgroRBe kann das In-situ-Mikroskop mitfagh, 10-fach oder 20-fach
vergroRernden Objektiven bestiickt werden. Im Straddng ist eine CCD-Kamera platziert,
auf die das reelle Zwischenbild projiziert wird. Dilikroskop wird tGber einen seitlichen 25
mm Fermenterport in den Reaktor eingefihrt. Die $dese befindet sich am unteren Ende
des Mikroskopkoérpers und taucht permanent in daswarungsmedium ein. Wéahrend der
Kultivierung wurde die Kamera benutzt, um die Zield und die Sterilitéat der Kultivierung

zu beobachten.

ausserer |ED Anschiuss Schrittmaotor

Reaktorwand —- Tubus I

Frobenahmezone

|
|
- in |1ierer
Tubus

Fluss des Mediums
durch die fone

CCD Kamera

L

Spllkammer

Mikrometerschraube

Feststellschraube zur Fokussierung

Abbildung 5-2: Schematischer Aufbau des in-situddskops.

Die betrachtete Zone betragt 220 x 3880 bei einer 20fachen Vergrol3erung. Um zuféllige
Fehler herauszumitteln wurden bei jeder Messung@@aBilder in Folge aufgenommen. Es
wurde die Zellzahldichte bestimmt. Wie erwartetd& Konzentration der Einzelzellen wéh-
rend der G1-Phase am gr6f3ten. Der steile AbfalEdiezelzelldichte zu Beginn der Synthese-
Phase indiziert die Sprossung der Hefezellen undhgpebenfalls fur eine hohe Synchronitat

der Kultur.
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Abbildung 5-3: Vergleich der mit dem In-situ-Milgkop bestimmte Einzelzellzahl und der Protein- und

NADH-Fluoreszenz.
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6. DNA-Chip Experimente an synchronen Hefekultivier  un-
gen

Die Synchronisation von Hefezellen im Bioreaktanéglicht die Prasenz vieler Zellen in der
gleichen Phase, die in idealer Weise fir Genexmmessnalysen mit DNA-Chips benutzt
werden koénnen, da ausreichende RNA-Mengen (200rpgChiphybridisierung) isolierbar

sind. Die DNA-Chiptechnologie eignet sich besondérsschnelle und effiziente Analysen

von biologischen Systemen mit mehreren tausendiGene

6.1. Durchfihrung von FACS zur Vorbereitung fur den DNA
Chip

Hefe war der erste Organismus, dessen Genom vuligtéentschlisselt wurde EREZ
ORTIN et al., 2002]. Mit der Entwicklung von Microarraygsir Genanalyse, sogenannten
DNA-Chips, in den spaten 90er Jahren wurde ein dtedemer Schritt zur Untersuchung der
Genexpression getan. Die neuartige Methode etéblgrh binnen kurzer Zeit und wurde zu
einem wichtigen Bestandteil in der Medizin und Bestechnologie. DNA-Chips erlauben die
simultane Untersuchung des gesamten Genoms eigesi®©mnus. Die Expression eines Gens
auRBert sich durch Transkription des zugehoérigenchmists der DNA und damit durch
Bildung von mRNA (m = messenger). Fir die Untersingh der Genexpression wird die
MRNA isoliert, aufgereinigt und mit fluoreszenzmarken Nucleotidbasen in cDNA
(c = complementary), die wieder den urspringlicb®&A-Code besitzt, umgeschrieben. Auf
den DNA-Chips sind getrennt voneinander in tausen8pots unverwechselbare Oligo-
Nucleotidketten komplementdr zur Sequenz jedes Genmobilisiert. Nach der
Hybridisierung der cDNA auf den Spots des Chipsdwdas Microarray-System auf seine
Fluoreszenzeigenschaften hin gescannt. Spots, idemeexprimierten Gen entsprechen,
geben ein Signal.
Fur eine aussagekraftige Untersuchung ist es valeang, dass die Zellen des betrachteten
Organismus eine einheitliche Aktivitat zeigen. Inallé der Studie der Genexpression
wahrend des Teilungszyklus bedeutet dies das Vddraein einer mdglichst reinen
Population an Zellen in einer bestimmten PhaseZédgyklus. Selbst synchron wachsende
Hefekulturen weisen, wie unter Kapitel 5.1 besdbeie nur eine Polarisation von etwa 50 bis

60 % auf. Es ist fraglich, ob dieses fir eine intetierbare Analyse ausreichend ist.
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Die Durchflusszytometrie ist durch die Option dellZortierung ein denkbar ideales Mittel
zur Vorbereitung von Proben fir die Microarray-Gemalyse. Im Rahmen dieser Arbeit
wurde zunachst eine Populationsanalyse durchgefiirtzu klaren nach welchen Kriterien
eine Sortierung der Zellen zum Erhalt von mogligkegten Subpopulationen méglich ist.

Die Analysen fir die Vor- und Nachuntersuchungefolgien am ©ULTER EPICS
XL-MCL™. Die Sortierungen der Proben am FACSVantdg®E wurden nach
verschiedenen zytometrischen Charakteristika deftingt. Je Durchgang wurden zwei
Subpopulationen mit einem Umfang von mindesteri<Z&llen aussortiert und einer erneuten
zytometrischen DNA-Quantifizierung unterzogen. Bigebnisse wurden zur Bewertung der

Trennmethoden miteinander verglichen.

Trennkriterium DNA-Gehalt

Zellzyklusanalysen von Hefekulturen sind in deretattur gut dokumentiert [BBERGHINA
etal.,, 1991] [HTTER, 1993] [ARLSON et al., 1997]. Die Ergebnisse resultieren bei
guantitativer Farbung aus einem direkten propodiem Zusammenhang zwischen
Fluoreszenzintensitat und DNA-Gehalt. Abbildung é4igt ein Histogramm des DNA-
Gehalts einer Zellpopulation bestehend aus 33;%53 % S-, und 14 % BV-Phase.
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Abbildung 6-1: Mit dem O©ULTER EPICS® XL-MCL™ aufgenommenes Histogramm des DNA-Gehalts
(Farbstoff STOX® Green). Das Ergebnis der Auswertung mit dem PrograWinCycle zeigt eine
Zusammensetzung aus 33 % Phase (dunkelblau), 53 % S-Phase (pink) und 14,8d-Bhase (hellblau).
Hefezellen des Stamms Saccharomyces cerevisiaebesitzen bei  optimalen
Kultivierungsbedingungen in dern®hase einen diploiden Chromosomensatz (bezeiahihet
2N). Nach Abschluss der DNA-Replikation liegt kuvor der Teilung ein tetraploider
Chromosomensatz (4N) in der,-Qund der M-Phase vor. Messtechnisch besteht zetsch
diesen beiden Stadien mit tetraploiden Chromosoatenisein Unterschied. Zellen der S-
Phase liegen in ihrem DNA-Gehalt zwischen diesaddpeWerten und erzeugen deswegen
ein kontinuierliches Signal. Grinde fur die Sigrabreiterung der G und G/M-Peaks sind
statistische Abweichungen bei der Farbung und Messowie die Uberlappung mit der
S-Phase. Bei unzureichenden Kultivierungsbedingusged die Zellen in der Lage nach dem
Durchlaufen einer Reifeteilung (Meiose) haploidéN)1Sporen zu bilden. Ein statistisch
geringer Anteil dieser Zellen ist auch in AbbilduBy zu erkennen. Durch Vereinigung
zweier Sporen (Konjugation) kann wieder eine vahslige diploide Zelle entstehen.

Die Sortierung nach DNA-Gehalt ist die naheliegéad®lethode zur Trennung der
Zellzyklus-Subpopulationen. Dabei muss bertcksytiierden, dass fur die Anfertigung der
DNA-Chips die Erhaltung der RNA eine absolute Natdigkeit ist. Die Verwendung von
nucleinsaurebindenden Farbstoffen bei der Zellsamig ist schwierig, da zytometrische
Untersuchungen des DNA-Gehalts in den meisten iradee Verdauung der RNA
voraussetzen. Ohne diese Vorbehandlung wirde éiefals fluoreszenzmarkierte RNA das

Ergebnis verfalschen. Einige spezielle Farbstoffkey aufgrund ihrer Struktur und Chemie
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unterschiedlich starke Bindungen mit verschiedelBasen oder Basenpaaren ein. Durch sie
kann eine gezieltere Farbung erreicht werden. Ridbhgtoffe Hoechst 33342 und Hoechst
33258 besitzen eine selektive Affinitat zu Adenimyinin-Gruppen in Polynucleinsduren, die
in der RNA nicht vorkommen. Fiir die geplanten $otthgen am FACSVantagé SE sollten

sie deshalb besonders geeignet sein. Mit ihrem Blisosmaximum von ca. 350 nm liegen
sie auBerhalb des Anregungsbereichs desuLCER EpicS® XL-MCL™. Fur die
Voruntersuchungen wurde deshalb der Farbstof%® Green verwendet.

Das fur Saugerzellen optimierte Farbeprotokoll iapKel 10 im Anhang wurde fur die
Farbung der Hefezellen Gbernommen. Keine der badtamd Proben zeigte, weder mit
Hoechst 33342 noch mit Hoechst 33258, eine detbkiie Fluoreszenzaktivitat. Auch eine
Verlangerung der Inkubationszeit auf 12 Stundemtélihicht zu dem gewinschten Ergebnis.
Bei einer Erhohung der Farbstoffkonzentration urmn deaktor 10 erfolgte eine starke
Verklumpung der Zellen in der Probe. Im Cell Sozeigte sich zwar ein deutliches aber

vollig unspezifisches Fluoreszenzsignal, eine 8artig war damit nicht maglich.

Trennkriterium Grof3e und Morphologie

Eine weitere veranderliche und durchflusszytometrimessbare Eigenschatt ist die Zellgrél3e
und -morphologie. Im Zusammenhang mit diesen Paeme steht in der
Durchflusszytometrie das Vorwarts- bzw. das Seitsghreulicht. Ein Vorteil dieser
Sortierungsmethode ist, dass keine VorbehandlundgPdebe mit Farbstoff notwendig ware
und somit das Risiko eines eventuellen RNA-Verlukisch Nebenreaktionen wahrend der
Farbstoff-Inkubation minimiert wird.

Hefezellen vollziehen eine unsymmetrische Zellteglu Die Trennung erfolgt in
unterscheidbare grof3e Mutter- und kleine TochtlargBEUSE, 1997]. Die Zellen wachsen
in der G-Phase heran und erreichen ihre maximale GroR8egjinn der S-Phase. Durch die
Ausbildung des Sprosses andert sich im weiteretalMedes Teilungszyklus die Morphologie
der Zelle. Diese Verédnderungen sollten bei genugéwther Auflosung in einem
2D-Histogramm bestehend aus Vorwarts- und Seitsi#etslichtintensitat zu erkennen sein.
Abbildung 6-2 zeigt ein solches Histogramm, aufgen@n von einer Probe mit 33 %-G
53 % S- und 14 % $M-Anteil. Die Regionen | und Il kennzeichnen zwaisgemachte
Subpopulationen. Gleichzeitig geben die Markierungee Lage der gates an, welche die

Sortierungskriterien festlegen.
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Abbildung 6-2: 2D-Histogramm einer Hefepopulatioit 88 % G-, 53 % S- und 14 % #M-Anteil. Dargestellt
ist die Intensitdt des Seitwartsstreulichts gegen akbs Vorwartsstreulichts. Die Farbsattigung ninmmit

abnehmender Zelldichte zu. Die Bereiche | und likieen zwei ausgemachte Subpopulationen.

Die Analyse des DNA-Gehalts der Subpopulationerhrder Sortierung zeigte im Vergleich
untereinander und mit der urspriinglichen Probeemg geringe unspezifische Anderung der
Zusammensetzung. Die Auflosung des Streulicht-igistams ist zu gering, um eine
erkennbare Trennung der Subpopulationen zuzula€dgekte einheitlicher Gré3e weisen im
Streulichtspektrum aufgrund unterschiedlicher Qregongen im Laserfokus eine hohe
Signalstreuung auf. Die Populationen zeigen darine grofRRe Uberlappung und die
Ubergange sind flieBend. Die ZellgroRe bzw. -molphie und damit die zytometrische
GroRRe des Streulichts stellen unter diesen Umstékeiae geeigneten Charakteristika fur die

Sortierung der Zellzyklusphasen dar.

Trennkriterium Lipidgehalt

Fur die Messung des Lipidgehalts wurden die Zetlanh dem Protokoll in Kapitel 10 im
Anhang mit dem BDIPY®-Farbstoff gefarbt. Abbildung 6-3 zeigt ein Histagrm des
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Lipidgehalts einer Probe mit der Zusammensetzusg38o G-, 53 % S- und 14 % BVI-
Phase. Auch fir den Fall, dass Zellen unterscluleeii Lipidgehalts in der Probe existieren,

ist die Differenz zu gering, um von dem Zytometeigelost werden zu kdnnen.
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Abbildung 6-3: Histogramm des relativen Lipidgebadiner Hefepopulation bestehend aus 33 % &3 % S-
und 14 % GM-Phase.

Die Analyse der zeitlichen Entwicklung der Lipiddthgramme zeigt lediglich eine
oszillierende Schwankung im Gesamtlipidgehalt, ebes in Abbildung 6-4. Rickschlisse
auf die einzelnen Zellzyklusstadien kénnen hieraakt gezogen werden. Der Lipidgehalt ist
deswegen als Trennkriterium ungeeignet.
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Abbildung 6-4: Anderung der zellinternen relatiieipidkonzentration wahrend zweier Oszillationszykiginer

synchronen Hefekultur. Der Verlauf der €Ronzentration im Abgas der Kultur dient als Orieningshilfe.

Trennkriterium Proteingehalt

Fur die Messung des Proteingehalts wurden die Zelbech dem Protokoll in Kapitel 10 im
Anhang mit FITC gefarbt. Im Gegensatz zu den Histognen des Lipidgehalts sind bei der
Proteinmessung zu jeder Zeit zwei Subpopulationererkennen. Ein Sortierkriterium ist
damit vorhanden. In Abbildung 6-5 ist die Veranawyues Protein-Histogramms wahrend
des Durchlaufs eines Zyklus aufgezeigt. Besonders eiste Peak zeigt eine deutliche
Intensitatsveranderung.

Die geringste Gro3e hat der Peak wahrend des Mamgwer G-Phase. Wahrend den(®1-
Anteil der Gesamtpopulation noch fallt, ist bereitshergehend mit dem Anstieg des S-
Anteils ein Wachstum des ersten Peaks zu erkemnerstarkste Auspragung zeigt der Peak
im Maximum der G/M-Phase. Mit schwindendem®-Anteil wird der Peak wieder kleiner

und erreicht seine geringste Gréf3e wiederum zé&tglait dem Maximum der GPhase.
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Abbildung 6-5: Veranderung des Protein-Histogramméhrend des Zellzyklus einer synchronen Hefekultur.

Die Pfeile geben den Zeitpunkt der Probenahme amn. unteren Diagramm

kann die zugehorige

Zusammensetzung der Kultur aus den Zellzyklusphabgelesen werden. Der Verlauf der Z®nzentration

im Abgas der Kultur dient als Orientierungshilfe.

Die geschilderten Zusammenhéange lassen vermutss stizh der erste Peak aus den Signalen

der Zellen in der S- und AM-Phase zusammensetzt. Der zweite hingegen alsnal der

Gi-Phase. Da dieses bedeuten wirde, dass die Zeitemkch der Teilung in der;Phase

den groRten Proteingehalt und somit die grof3te dasdten, ist die Schlussfolgerung sehr

unwahrscheinlich. Eine numerische

Integration deotdhpeaks ergab zudem keine

Korrelation des ersten Peaks mit derRhase.
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Zur ldentifizierung der Subpopulationen wurden dRsoben nach ihrem Proteingehalt
sortiert. Die Lage der gates, zu sehen in Abbildéity wurde dabei so gewéhlt, dass die
Uberlappung der Peaks in dem sortierten Bereichliohig gering ist, um eine bestmdgliche
Trennung zu bewirken.
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Abbildung 6-6: Histogramm des relativen Proteindisheiner Hefepopulation bestehend aus 33 % 1® % S-
und 48 % G/M-Phase. Am oberen Bildrand zu sehen ist die Laégefiir die Sortierung verwendeten gates,
welche mit Region | bzw. Region Il bezeichnet sind.

Abbildung 6-7 zeigt das Ergebnis am Beispiel eirferobe mit der urspringlichen
Zusammensetzung aus 33 %-,G19 % S- und 48 % £M-Phase. Die DNA-Analyse der
Subpopulationen zeigt eine Anreicherung vorZ@éllen und eine Abnahme von/®l-Zellen

in der Region I. Im Vergleich zu der unsortierterold® stieg der GAnteil um 27 % auf

61 %. Der G/M-Anteil fiel um 31 % auf 17 %. In der Region ligbet sich genau das
entgegengesetzte Bild. Hier ist sich eine Anreighgrvon G/M-Zellen um 12 % auf 60 %
und eine Abnahme von&ellen um 12 % auf 22 % zu erkennen. Der Antell 8eéPhase

bleibt nahezu konstant. Zellen in diesem Stadiusgeln kontinuierlich im gesamten
Signalbereich verstreut.
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Abbildung 6-7: Zusammensetzung der unsortiertena@gsopulation, sowie der Subpopulationen in den

Regionen | und 1.

Wie schon in Kapitel 6 beschrieben resultieren deis unsymmetrischen Zellteilung zwei
unterschiedliche Arten voni&Zellen, groRe Mutter- und kleine Tochterzellen. iergleich
dazu sind die GroRRenunterschiede zwischen ausgeesmeh @ Zellen und Zellen in der S-
und G/M-Phase gering. Aus dem Ergebnis und den gescteldeZzusammenhangen kann
geschlussfolgert werden, dass sich hinter demrel@esak in der Region | hauptséchlich
kleine Tochterzellen in der;&hase verbergen. Der Restanteil vgrZ@llen in der Region Il
sollte demnach Uberwiegend aus grof3en Mutterzdestehen. Das Heranwachsen die
Tochterzellen mit fortschreitender;Bhase sollte daher mit einer Intensitdtsabnahme de
ersten Peaks im Protein-Histogramm verbunden sems auch bei der Messung in
Abbildung 6-5 beobachtet wurde.

Die Auflosung des Protein-Histogramms ist hoch genmd die Uberlappung der Peaks

gering genug, um eine teilweise Trennung der Paojpulken zu ermdglichen.
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6.2. Chipexperiment

S. cerevisiaavar als erster Eukaryont vollstandig durchsequesh£s.S. 42) und inzwischen
gibt es DNA Chips mit dem gesamten Hefegenom, wi& mon der Firma Ocimum,
http://www.ocimumbio.com; Yeast OciChig der kommerziell gehandelt wir®. cerevisiae
hat als Modellorganismus fur GenexpressionsanalggeNA-Chips mehrere Vorteile: Sie
verbindet als einzelliger Eukaryont eine hohe Adhlteit zu Saugerzellen mit
prokaryontischer Handlichkeit: Hefen besitzen dineze Generationszeit, sind ungefahrlich
und auf preiswerten Medien auch in gro3en Mengengeringem apparativem Aufwand
leicht kultivierbar.

Das Prinzip eines Array-Experiments besteht dalie,auf dem Array befindlichen Genpro-
ben simultan mit einer Nukleinsaureprobe zu hybréten. Dazu wird in erster Linie fluores-
zenzmarkierte cDNA eingesetzt. Entscheidend istokie dass die durch reverse Transkrip-
tion von RNA aus Zellen gewonnene cDNA im Idealfallle dort spezifisch exprimierten
Gene umfasst. Das parallele Hybridisieren einerl&okaureprobe mit einer Vielzahl von
komplementéren Genproben auf einem DNA-Array flloreinem charakteristischen Hybri-
disierungsmuster mit entsprechender Hybridisierumessitat. Hier zeigt sich der entschei-
dende Vorteil dieser Technologie gegenuber andé&fiethoden zur Untersuchung von
Genexpression. Wahrend sich herkdmmliche Methodénlia Untersuchung einzelner Gene
beschranken, liefert ein DNA-Array ein kompletteen@xpressionsprofil der untersuchten
Zelle, hier der synchronisierten Hefezelle. Besomdeteressant ist die hierdurch gegebene
Maglichkeit, die zellzyklusabhangige Genexpresstonuntersuchen. Das Erfassen von Un-
terschieden in der Genexpression ist durch dastgleitige Hybridisieren von Zellen aus der
G1- bzw. der S-Phase mdglich. AuRerdem erlaubt\Egleich statistisch signifikanter
Hybridisierungssignale und ihrer Starke mit vorbegespeicherten Array-Daten &ahnlicher
Experimente nicht nur die Analyse der unterschobgin Genexpression in G1- und S-Phase,
sondern ermoglicht auch Einblicke in den zeitlich&rlauf des Genexpressionsprofils von
Hefezellen unter verschiedenen Synchronisationsigadigen.

Neben der Grundlagen-Untersuchung zellzyklussseriéir Genexpression ist ebenfalls eine
anwendungsorientierte Analyse von Biosynthesegemen grof3er Bedeutung z.B. fur die
pharmazeutische Industrie, um Hefen biotechnolbgids Produzenten diverser Biomolekile
einzusetzen, z.B. des Antibiotikums Cephalosporiv@ besonderem Interesse ist folglich
die Interaktion zwischen zellzyklusabhangiger Gegmession und der Produktion von
Molekulen, die entweder aus zelleigenen Mediatokstiren abgeleitet oder Gber heterologe

Genexpression induzierbar sind.
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Versuchsablauf:

- Chemostatkultivierungen synchronisierter Hefezell

- Probenahme aus dem Reaktor,

- Isolierung der Total-RNA.

- Reverse Transkription, cDNA-Synthese, Fluoresgerkierung
- Hybridisierung aufvhole genomeélefearrays.

Bei der anschlieRenden Auswertung dieser Chipsetr@s sehr grol3e Datensatze, die nur mit
Hilfe modernster bioinformatischer Methoden effitieanalysiert werden kdnnen. Diese
Analysen wurden von der Arbeitsgruppe von Hitzmdarchgefuhrt und sind inzwischen so
weit fortgeschritten, dass ein zellzyklusspezifeschow-densityChip konzipiert werden
konnte. Ausgehend vom Vergleich der Genregulatiosynchronisierten Hefen zwischen G1
und S-Phase sind ca. 140 spezifische Gene besomtemsssant, flr die mittels spezieller
Software (GCG) 50mer-Oligonukleotide aus dem 3'ddgr des jeweiligen Gens designed
und auf Einzigartigkeit geprift wurden. Mittels deBoftware lasst sich das
Hybridisierungsverhalten der ausgewahlten Oligoglaakleotide simulieren und einander
angleichen. Wichtige Parameter hierbei sind didathche Lange der Oligonukleotide, ein
ahnlicher GC-Gehalt und eine lUbereinstimmende Slatemeperatur. Somit wird zum einen
ein gleiches Hybridisierungsverhalten der Oligoeokide auf dem Chip gewahrleistet und
zum anderen die Einmaligkeit der OligosequenzenG@enom sichergestellt. Insgesamt
wurden 140 Oligonukleotide ausgewahlt und in Agftgeegeben. Die Gene sind im Anhang
tabellarisch aufgefihrt:

Das Ziel des Projekts ist die Entwicklung einedzz&lusspezifischen Hefechips, um an-
schlieBend die Genexpression in synchronisiertefiezdéen zu analysieren und fir Fermen-
tationszwecke zu nutzen. Ausgehend von Hybridisigen aufWhole-genomeéMicroarrays
wurden globale GenexpressionsprofileSncerevisiaerfasst und analysiert. Die hierbei auf-
tretenden Unterschiede in der Genexpression zwis@fe und S-Phase des Zellzyklus bil-
deten die Grundlage zur Entwicklung eines spetiésc Zellzyklus-Chips. Durch diese
Screening-Experimente auwfhole genome arraysiurden 140 differentiell regulierte Gene
erfasst und ausgehend von den codierenden Sequdiesat Gene, die Uber Datenbanken
zuganglich sind, die Sondenmolekile fir den Chipigteed und ihre Synthese in Auftrag
gegeben. Diese Oligonukleotide stehen ab sofotbfitdensity-arraysur Verfligung, die im

Institut fir Technische Chemie mit einem Affymetfik7 Arrayer gedruckt werden.
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Abbildung 8.1: kompletter Hefe Chip mit dem Fluoreszenzmarker @gfairbt und gescannt.
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7. In-vitro-Testung potenzieller Pharmawirkstoffe

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die KonzentrationskWhgs-Beziehung mehrerer
synthetisch hergestellter Wirkstoffe mit Hilfe esnBroliferations-Schnelltests erforscht. Als
Schnelltest wurde der so genannte MTT-Test (MTT-4,3-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazoliumbromid eingesetzt. Das MTT wird dem Zellmedium zugegebed
reagiert in den Mitochchrondien der Zellen zu eirfdauen, unldslichen Formazansalz. Nach
Resolubiliserung des Formazansalzes kann die Absorpei 570 nm gemessen werden. Die
gemessene Intensitat ist proportional zur Zellzable Substanzen wurden an den
Krebszelllinien Colo320 (Darmkarcinom), HepG2 (Lekz@cinom), HelLa (Gebarmutterhals-
karcinom) und A549 (Lungenkarcinom) getestet. Dabmpgten sich bei den Wirkstoffen
Chivasazol A und Tonantzitlolon proliferationsukérckende Eigenschaften. In friheren
Arbeiten [Burzlaff, 2002] wurde unter anderem derirR&toff Ratjadon auf seine
tumorunterdriickenden Eigenschaften untersucht. Wieden detaillierte Studien Uber die

Wirkungsweise mit Hilfe der DNA-Chiptechnologie dhgefihrt.

7.1. Zytostatika

Mit dem Begriff Zytostatika werden Stoffe bezeichrdie auf Saugerzellen toxisch wirken.
Zellen, die sich im Zellzyklus, befinden sind beders anféllig gegen Zytostatika. Bei
Krebszellen, die nur noch den Zellzyklus durchlauiend sich nicht in der &Phase

aufhalten, lassen sich die Zytostatika als Chemapeutikum einsetzen. Die bisher

bekannten Zytostatika werden in vier Gruppen egiet

Allkylierende Verbindungen Reagiert mit der DNA enpoxide,
Methansulfonate und Cyclophosphamid

Antimetabolite Wirken hemmend auf wichtige Enzynves

Purin-Derivate und Methotrexat

Zytostatische Naturstoffe Als Mitosehemmer wirke&deffe aus
Mikroorganismen, wie Colcemid,

Mithramycin und Azaserin

Sonstige Verbindungen Hydrazone, HydroxyharnstDiéeivate, etc.
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Die in dieser Arbeit untersuchten Stoffe Tonanvith, Ratjadon, Chivosazol A und JJ34

gehoren den zytotoxischen Naturstoffen an.

7.1.1. Tonantzitlolon

Abbildung 7-1: Strukturformel von Tonantzitlolon

Tonantzitlolon ist ein Naturstoff, der aus der nkexiischen Pflanzstilinga sanguinolenta

erstmals 1997 isoliert wurde [Jasper, 2005]. Eimenmutung des Wirkmechanismus ist die
Veranderung des Aufbaus der Mitose-Spindeln in ®denden Zellen. Anstatt der normalen
bipolaren Spindel wird oft nur eine Monoaster gadil Es handelt sich hierbei um einen
Makrocyclus des Flexibilan-Typs. Da sich dieses eipién durch seine schlechte
Wasserldslichkeit auszeichnet, wurde ebenfalls lesser wasserldsliche Hydroxylamin-

Tonantzitlolon getestet.
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7.1.2. Chivosazol A

HzCO

XX

OH

OCHjs

Abbildung 7-2: Strukturformel von Chivosazol A

Chivosazol A ist ein hochpotenter Wirkstoff, dernvauf verrottendem Holz lebenden
MyxobakterienSorangium cellulosum strain So Cedébildet wird, um die Pilzzellteilung zu
hemmen [Irschk, 1995]. Eine toxische Wirkung zesgth besonders gegen Pilzsprossen,
faserigen Pilzen und Saugetierzellen (9ng/ml).

DarUber hinaus steht Chivosazol A-Acetonid zur Wguing, das eine nicht ganz so gute
Wasserloslichkeit wie das Chivosazol A zeigt. Digsgbindung kann dazu beitragen, die
pharmakophoren Gruppe zu ermitteln. Ist der Rimgdié Wirkung verantwortlich, so kann
mit Hilfe der Seitenketten die Hydrophilie und digophilie gesteuert werden. Lipophile
Stoffe passieren beispielsweise die Blut-Hirnsckeannd sind daher in ihrer Wirkung nicht

nur auf die Physis beschrankt.

57



In-vitro-Testung potenzieller Pharmawirkstoffe

7.1.3. Ratjadon
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Abbildung 7-3: Strukturformel von Ratjadon

Ratjadon wurde erstmals 1994 aus dem MyxobakteSonangium cellulosurgewonnen. In
ersten Screening konnte eine sehr hohe Wirksarmgkgiéntiber der humanen Krebszelllinie
HelLa und anderen Krebszelllinien [Burzlaff, 2002stgestellt werden. Der detaillierte

Wirkmechanismus ist noch nicht geklart.

7.2. Vitalitat

In den folgenden Darstellungen entspricht der rBaken der relativen Intensitat der
unbehandelten Zellen mit 100 %. Radjadon wurdeRaferenzsubstanz verwendet, da in
vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden konntes dasch Einfluss von Radjadon in
hohem Mal3e selbst bei geringen Konzentrationen fygepausgelodst wird. In dieser Arbeit
wurde die Schwellenkonzentration von 5 pmol/L verdet. Um LOsemitteleffekte des
verwendeten Methanols auszuschlie3en, wurden Zaliemeinem Losemittel der hdchsten

im Versuch angewandten Konzentration behandelt.

7.2.1.  Tonantzitlolon und Hydroxylamin-Tonantzitlolon

Der Schwellenwert fur die Wirkung liegt zwischen @gol/L und 200 pmol/L. Im hdheren
Konzentrationsbereich ist die Zytotoxizitdt nochiarker als die der hier verwendeten
Schwellenkonzentration von 5 umol/L der Referengtrz Radjadon. Das verwendete
Losemittel Methanol zeigt selbst in der am héchsterwendeten Konzentration nur einen

minimalen Einfluss.
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Abbildung 7-4: Wirkung von Tonantzitlolon auf ditalitat von Krebszelllinien

7.2.2. 4.3.2 Chivosazol A und dessen Acetonid

Der Einsatz von Chivosazol A zeigt, dass die Witkuhereits bei sehr geringen
Konzentrationen einsetzt. Der Konzentrationsberéi¢ch pumol/L bis 1 pumol/L zeigt eine
vergleichbare Aktivitat mit der ReferenzsubstandjRdon. Die Schwellenkonzentration wére
etwa im Bereich von 1 pumol/L bis 5umol/L anzugebéh. der Konzentration von 100
pmol/L ist keine vermehrte biologische Aktivitat sdeChivosazol As mit vermehrter
Substanzzugabe mehr zu beobachten.
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Abbildung 7-6:Wirkung von Chivosazol A auf die Vitalitat von A 549-Krebszellen
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7.3. Zellzyklusanalyse

Wirkung auf den Zellzyklus von Tonantzitlolon auf H elLa-Zellen
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Abbildung 7-7 Wirkung von Tonantzitlolon auf den Zellzyklus déeLa-Zelllinie

Geringe Konzentrationen von Tonantzitlolon habemds Einfluss auf den Zellzyklus. Bei
hoher Konzentration kann ein leichter Anstieg dez#hl der in der S-Phase und ein Abfall
der in der G-Phase befindlichen Zellen registriert werden. Désst auf eine Arretierung des
Zellzyklus in der S-Phase schlie3en. In dieser @hésd die DNA fur die spatere Teilung
synthetisiert. Auch die Referenzsubstanz Radjad@h¢ Abbildung 46 im Anhang A 1.2)
zeigt einen starken Anstieg der Anzahl in der Ssehaefindlichen Zellen (76%) und einen
starken Abfall der Zellzahl in der;&hase (22%). Die Anzahl der Zellen in derRhase
geht nur geringfugig zurtick (auf 4%).
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Wirkung auf den Zellzyklus von Chivosazol A auf HeL a-Zellen
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Abbildung 7-8 Wirkung von Chivosazol A auf den Zellzyklus derltdeZelllinie

Chivosazol A hat ab einer Konzentration von 0,01oj{imeinen deutlichen Einfluss auf den
Zellzyklus. Es sind vermehrt Zellen in der S-Phaseverzeichnen und die Anzahl der in der
G;-Phase befindlichen Zellen nimmt deutlich ab. Dieddrung der Zellzahl in der,@Phase

ist geringfugig. Die Zyklusarretierung in der S-Bhadasst auf eine fehlerhafte DNA Synthese
schlielen. Die auf die S-Phase folgendgPBase wird nicht mehr durchlaufen. Die
Referenzsubstanz (siehe Grafik 47 im Anhang A 2eljt auch hier eine starke Zunahme der
in der S-Phase befindlichen Zellen (64%) und etaeke Abnahme der Zellen in den-G
Phase (30%). Die Anzahl der in des-Bhase befindlichen Zellen bleibt etwa konstant)(6%
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7.4. Nahere Untersuchung von Zellen nach Ratjadon
Behandlung mittels DNA-Chiptechnologie

Fur eine detaillierte Expressionsanalyse wurde spezifischer kommerziell erhaltlicher
humaner Apoptose Chip eingesetzt. Bei der DNA-Macray-Technologie werden DNA-
Sonden eingesetzt. Bis zu 30.000 verschiedene geifisphe Oligonukleotid-Sonden kdnnen
auf der funktionalen Oberflache eines Chips immsieitt werden. Die zu analysierende
Probe wird fluoreszenzmarkiert auf den Chip hylsigit. Dabei binden komplementare
Basenpaare kovalent und die Probe wird Uber digodlikleotide an die Chipoberflache
gebunden. Anhand der Position auf dem Chip lassbndée entsprechenden Gene zuordnen
[Schena, 1998].

Fur diese Untersuchung wurden HepG2 Zellen fur @s@&n und 48 Stunden mit Ratjadon
behandelt. Als Kontrolle wurden unbehandelte ZeNemwendet. Durchflusszytometrisch
wurde Apoptose nach Behandlung der Zellen durcfaBan nachgewiesen. Es konnten 48 %
apoptotische Zellen nach 48 Stunden in der Probbgeaviesen werden. Dabei wurde auch
eine Akkumulation der Zellen in der G1 Phase delizyldusses festgestellt. Jeweils eine
Probe behandelter Zellen wurde mit einer Probe heubdelter Zellen auf einen Chip
aufgetragen, mit den Fluoreszenzfarbstoffen Cy3 @yb markiert und hybridsiert.
Ausgelesen wurde der Chip im entsprechenden Flpengkanal mit dem Agilent Scanner.
Bei der Signalauswertung wurden nur Gene berlcligichdie eine geringe Signifikanz
aufweisen. Insgesamt wurden vier Apoptosechipsitigiert, die in der folgenden Tabelle

dargestellt sind.

Tabelle 7-1: Ubersicht tiber die durchgefiihrten €kxgerimente

Chipexperiment Cy3 markiert Cy5 markiert

1 Ratjadon 24 Stunden Kontrolle

2 Kontrolle Ratjadon 24 Stunden
3 Ratjadon 48 Stunden Kontrolle

4 Kontrolle Ratjadon 48 Stunden

Ein paarweiser Vergleich der unbehandelten Probg#rdem behandelten Proben zeigt das
Expressionsprofil der Zellen unter Einfluss von jBddn. Es wurden mehr als 100
unterschiedliche Gene gefunden, die nach 24 un&t#®den hoch- bzw. runtergeregelt

wurden. Dabei zeigten sich in der 48 Stunden Pmibe klare Regulation in Richtung
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Apoptose. Einige Gene konnten auch Entzindungsoeakt und der Zellzyklusregulation
zugeordnet werden. Die gesamte Genliste befindetisi Anhang.

In der 48 Stunden Probe ist das BCL2-Gen starkareexiert. Dieses Gen induziert Apoptose
[Leblanc, 2002], wobei die APAF1 Konzentration ktgesunken ist und dementsprechend
auch die Konzentration der Caspasen herunterregisieEinzig Caspase 7 sticht aus diesem
Schema mit einer Uberregulation heraus.

Das zellzyklusregulierende Gen CDKN1A steigt voneeiVerdoppelung der 24 Stunden
Probe auf den 20-fachen Wert in der 48 StundenePmobVergleich zu den unbehandelten

Zellen. Dieses Gen bewirkt einen Zellzyklusarrasder G1/S Phase [Cazzalini, 2003].

Die Ergebnisse der DNA Analyse von mit Ratjadon dmelelten Zellen bestéatigen die
Aussagen, die mit den Durchflusszytometer gewomnamlen. Sowohl Apoptose auslésende
Gene wurden hochreguliert als auch Gene die fur delflzyklusarrest in der G1-Phase
verantwortlich sind. Zuséatzlich wurden Gene regtlidie fir Entzindungsreaktionen
verantwortlich sind. Zu beobachten ist auch, dassR&gulation nach 24 und 48 Stunden
stark unterschiedlich aussieht. In Abbildung 749digeses Verhalten schematisch dargestellt.

Dabei zeigt sich, dass ein Groliteil der Gene nathuradd 48 Stunden entgegengesetzt

regulieren.
14‘0 = i ..-.II
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Abbildung 7-9: Hochregulierte (links) und runteratigrte (rechts) Gene der HepG2 Zellen im Verglaieth
24 Stunden und 48 Stunden Behandlung mit Ratjadon.
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8. 1gG2b — Produktionssteigerung der Hybridomzellli nie
BA-D5

Die Produktion monoklonaler Antikérper durch Hylmidzellen hat in der Forschung an
Bedeutung gewonnen [Kronemakest al, 1994]. Aus diesem Grund wurden die
Mechanismen, die zur Synthese und Sekretion vonkéapern fihren, genau untersucht
[Suzukiet al, 1989].

Es gibt verschiedene Moglichkeiten, die Produkditvginer Hybridomzelllinie zu steigern. In
der Literatur ist beschrieben, dass die Lipidorgaton und Fluiditdt der Plasmamembran
Auswirkungen auf Zellfunktionen haben kdnnen. DerdMm wurde ein spezieller Lipidmix
(Ex-Cyte®) hinzugefugt, der Cholesterol, Phosphdépund Fettsauren enthalt. In beiden
untersuchten Hybridomzelllinien konnte die Antikérproduktivtat gesteigert werden
[Savonniereet al, 1996]. Eine weitere Moglichkeit beschreibt Lardybridomzelllinien
zeigen eine hohere Produktivitdt in kommerziell &tlithem serumfreien Medium als in
normalem serumhaltigen Medium [Laagal, 1991].

Ein Nachteil von Hybridomzellen ist ihre Instakilit Es wurde nachgewiesen, dass
Hybridomzelllinien oft als gemischte Populationennvnicht produzierenden und pro-
duzierenden Zellen vorliegen [Heaét al, 1990]. Hybridomzellen, die keine Antikdrper
mehr produzieren, konnen Gene verloren haben. Da Ildi und H-Ketten auf
unterschiedlichen Chromosomen kodiert sind [Hemgaett al, 1978], ist es mdglich, dass
entweder das eine oder das andere Gen fehlt. Esdmagezeigt, dass der Genabschnitt, auf
dem die schwere Kette kodiert ist, haufiger vertageht, als der Genabschnitt, der die leichte
Kette kodiert [Coffino et al., 1971. Zellen, dieitke Antikdrper produzieren, weisen eine
hohere Proliferationsrate auf [Kronemalktal, 1994].

Eine schnelle und einfache Methode, die produzé=erZellen zu selektieren, ist mit Hilfe
von FACS auf Basis der oberflachen-assoziierterikArgermenge moglich [McKinnegt
al., 1991]. Dazu werden sekundéare Antikorper, dieeimem Fluoreszenzfarbstoff konjugiert
sind, eingesetzt und so markierte Zellen aufgrimdriOberflachenfluoreszenz sortiert. Die
Intensitat der Fluoreszenz ist ein Indikator dafiie hoch die Antikdrperproduktivitat der
Zelle ist, da es einen Zusammenhang zwischen deetimsrate von Antikérpern und der
Oberflachenfluoreszenz gibt [Senhal, 1990].

Die Ba-D5 Zellen wurden gefarbt und anschlieRentddam FACS Vantage SE von Becton

Dickinson GmbH auf der Basis ihrer Oberflachenfasazenz sortiert. Die gesamte Anzahl an
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sortieren Zellen betrug 1I7BY. Hybridomzellen sind instabil und kénnen im Laufer Zeit
ihre Fahigkeit, Antikdrper zu produzieren, durchtitionen verlieren. Wenn die BA-D5 eine
Population aus nicht produzierenden und produziEnenZellen enthalten wirde, missten
diese getrennt auf dem Histogramm, das sich wahiteadortierens ergab, zu erkennen sein.

Abbildung 8-1 zeigt dieses Histogramm.
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Abbildung 8-1: Histogramm bei einmaligen Sortiedsn Zellen durch FACS

Die Intensitat der Oberflachenfluoreszenz und dieifigkeit, mit der sie auftraten, ahnelten
einer Gaul3-Funktion (Abbildung 8-1). Es war nureeRPopulation sichtbar. Die Kultur der
BA-D5-Zellen enthélt demnach offenbar keine Zellele die Fahigkeit, Antikbrper zu
produzieren, verloren haben.

Im Histogramm ist der Bereich markiert, ab welchHduoreszenzintensitat die Zellen
selektiert worden waren. Die selektierten Zellerrdem direkt nach dem Sortieren erneut
vermessen (Abbildung 8-2). Der Anteil der Zellent meringerer Oberflachenfluoreszenz
wurde geringfigig minimiert. Davon abgesehen war e diVerteilung der
Oberflachenfluoreszenz und die Haufigkeit, mit sierauftrat, bei beiden Histogrammen sehr
ahnlich. Die selektierten Zellen wurden kultiviemnd erneut sortiert. Es gab keinen

Unterschied zu den Histogrammen nach einmaligerne®en (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 8-2: Histogram nach dem Sortieren detefetlurch FACS

Der gemittelte Wachstumsverlauf der drei Kultureargleich. In allen Kulturen erreichten
die Zellen am zweiten Kultivierungstag die stati@e&hase, in der sie ca. 24 h blieben, um
dann in die Absterbephase Uberzugehen. Die maxirdal&ichte und die gemittelte

spezifische Wachstumsrate unterschieden sich mingjégig (sieheTabelle 8-1).

Tabelle 8-1 Darstellung der spezifischen gemittelten Wachstates der Zellen nach dem Sortieren durch
FACS

max. Zeitpunkt der gemittelte Wachstumsrate
Lebend- | maximalen u[h™]
zellzahl Lebendzellzahl [h]
[10°
Zellen/ml]
Kontrolle 1,1 69 0,043
einmal sortiert | 0,95 70 0,039
zweimal sortiert| 1,05 45 0,042

Auch der Verlauf der Vitalitat der Zellen war it gleich. Die Vitalitat der Zellen blieb bis

zu 48 h tber 90 % und fiel dann rapide ab, obwaihl die Zellen in der stationaren Phase
befanden.

Die Glucose- und Lactatkonzentrationsverlaufe wasehr ahnlich und konnten mit dem
Wachstumsverlauf der Zellen in Einklang gebrachtden. Die Glucosekonzentration sank
im Laufe der Kultivierung von ca. 5 g/l auf ca. 1g8 ab. Im gleichen Mal3e, wie die

Glucosekonzentration abnahm, stieg die Lactatkanaigon an. Es wurden durchschnittlich

1,1 g/l Lactat von den Zellen produziert.
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Die in Tabelle 8-2 dargestellten Glucoseverbrauchst Lactatbildungsraten unterschieden
sich leicht. Die Zellen der Kontrolle wiesen diesikiste Verbrauchs- und Bildungsrate auf.
Die Raten nach einmaligem und zweimaligem Sortievaren ahnlich und lagen um einen
Faktor von 1,6 Uber dem gemittelten Kontrollwert.

Tabelle 8-2 Darstellung der mittleren spezifischen Glucoserarbhs- und Lactatbildungsrate der Zellen nach
dem Sortieren durch FACS

Mittlere spezifische Mittlere spezifische

Glucoseverbrauchsrate | Lactatbildungsrate

[mg/(1C° Zellend)] [mg/(10° Zellend)]
Kontrolle 1,41 0,58
einmal sortiert | 1,93 0,98
zweimal sortiert] 2,12 0,72

Die absoluten Antikdrperkonzentrationen, die im Iddtur-Uberstand gemessen wurden,
unterschieden sich leicht (Abbildung 8-3). Nach d8ortieren durch FACS lag die IgG-
Konzentration (ca. 30 pg/ml) niedriger als in demwnkoll-Uberstand, in dem ein Wert von

37 pg/ml gemessen wurde. Es ist also nicht gelurdgm Antikdrpergehalt im Medium durch
das Sortieren der Zellen zu erhdhen.

40000
35000 - /
30000 —A |
25000 /}4//. —e— Kontrolle
20000 —— 1 x sortiert
15000 -

10000 -
5000 -

—&— 2 X sortiert

1gG-Konzentration [ng/ml]

0 20 40 60 80 100
Zeit [h]

Abbildung 8-3 Darstellung detgG-Konzentrationen im Uberstand

Die gemittelten 1gG-Produktionsraten der Zellenewsthieden sich nicht signifikant. Die
Raten lagen zwischen 10,8 und 12,6 pd/@dllerid).

Tabelle 8-3 Darstellung der IgG-Produktionsratder Zellen nach dem Sortieren durch FACS
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Endpunkt 1gG- gemittelte 1gG-
Konzentration Produktionsrate [ug/(1¢°
[Lg/ml] Zellenld)]

Kontrolle 37,2 11,3

einmal sortiert 28,3 10,8

zweimal sortiert 30,6 12,6

Von den Kulturen, die zweimal sortiert worden waremurde neben dem gesamten
lgG-Gehalt auch der IgsGehalt ermittelt, um zu prifen, ob Zellen, die jg@roduzieren,
bevorzugt selektiert wurden.

Es wurden 45 ng/ml 1gég von den Zellen produziert. Der Igg&Gehalt betrug im Vergleich
zum 1gG-Gehalt 0,15 % und lag damit unter dem dseihittlichen Wert von 0,25 %. Die
lgGzp produzierenden Zellen wurden nicht selektiert. Dy&,,-Produktionsrate lag bei
0,021 pg/(1bzellend).

Das Histogramm, das sich wahrend des Sortiererabergigte nur eine Population auf. Dies
lasst darauf schlie3en, dass die kultivierten BAZ2Hen keine Subpopulation an Zellen
enthielten, die die Fahigkeit, Antikérper zu produen, verloren hatten. Das
Wachstumsverhalten und die Stoffwechselaktivitat BA-D5-Zellen vor und nach dem
Sortieren waren gleich. Auch die Antikorperprodaksraten zeigten keinen Unterschied auf.
Trift der in der Literatur beschriebene Zusammerhazwischen dem Anti-
korperoberflachengehalt und der Produktionsratedeei BA-D5-Hybridomzellen zu, hiel3e

das, dass alle BA-D5-Hybridomzellen die gleiche-lgBduktionsrate besitzen.
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9. Zusammenfassung

Optische Analysensysteme haben in der Bioanalytikan letzten Jahren stark an Einfluss
gewonnen. Die Durchflusszytometrie ist seit deng80iJahren etabliert und die 2D-
Fluoreszenzspektroskopie wird immer haufiger eiagas In dieser Arbeit werden neue
Anwendungen der 2D-Fluoreszenzspektroskopie gezeig mit anderen optischen
Analysenmethoden verglichen. Mit der Durchflussmytite werden routinemafige Analysen
an Saugertierzellen durchgefiihrt und dadurch Indbionen Gber die Wirkungsweise von
Wirkstoffen gewonnen. Das FACS wurde zur Anreichgruvon hochproduzierenden
Hybridomzellen verwendet. Die Chiptechnologie wurdengewandt, um weitere
Informationen Uber die Genregulation in Hefen intewschiedlichen Zellzyklusphasen zu
erhalten und die Genregulation bei Saugertierzellen bestimmen, die potentiellen
Wirkstoffen ausgesetzt wurden. Im Folgenden werdién wichtigsten Ergebnisse der

einzelnen Kapitel dargestellt.

2-Reaktorsystem

Im letzten Teil dieser Arbeit wurde ein neu aufgdba Reaktorsystem, bestehend aus einem
grol3en Kultivierungsreaktor und einem kleinen Tessttor, vorgestellt. Bedarf es einer
grof3en Flexibilitat in der Betriebsart oder Untefsungen an Zellkulturen in grolRem Umfang

bietet dieses System gegeniber einer Standardvi€uitng folgende Vorteile:

* vielseitige Nutzungs- und Betriebsarten
* Zeit- und Materialersparnis wahrend der Kultivieggun

» bessere Vergleichbarkeit der Experimente

Anhand von Pulsversuchen mit einer Riboflavinlosumgrden durch die Messung der
Fluoreszenz bei ex450/em510 nm Mischungsprofile vbestreaktor bei verschiedenen
Pumpgeschwindigkeiten aufgenommen und das Verwweézbhalten charakterisiert. Es
wurde ein mathematisches Modell entwickelt mit dasblilfe die Mischungsvorgange im
Testreaktor in Abhéngigkeit des Arbeitsvolumens wtet Pumpgeschwindigkeit in der
Anfangsphase gut beschrieben werden konnen. Bedihgtch den Zerfall der

Markierungssubstanz wurde das Modell um einen igcle¢n Term erweitert und war danach
in der Lage, auch die Verhéltnisse bei langererfzeaten richtig wiederzugeben.
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Das Reaktorsystem wurde anhand einer Hefekultiugeru getestet und das
Wachstumsverhalten in beiden Reaktoren miteinaneiglichen. Wahrend der Batch-Kultur
wurden ubereinstimmende Verlaufe des,&2halts im Abgas und in der Flavinfluoreszenz
beobachtet.

Kontinuierliche Hefekultivierungen und DNA Chipexpent

Die Untersuchungen zum Oszillationsverhalten deltufiergaben eine nahezu vollstandige
Unabhangigkeit vom pH-Wert im Bereich von 5 bisB@i einem pH-Wert von 4,5 stellten
sich keine Oszillationen ein. Im 2-L-Reaktor dem®&at-B-Anlage ist eine ausreichende
Sauerstoffversorgung der Zellen bei einer Begasatgson 2,85 L/min in einem Bereich der
Rihrgeschwindigkeit zwischen 800 und 1200 mimewahrleistet. Negativ auf das
Oszillationsverhalten wirkt sich ein Mangel von®F®nen im Kulturmedium aus. Bei
Abwesenheit dieses Elements lasst sich das syneMachstum zwar initiieren, kann aber

von der Kultur selber nicht aufrechterhalten werden

Verschiedene Proben von synchronen Hefekulturerdevumittels Durchflusszytometrie-
messungen naher untersucht. Die Analysen dienteldesetifikation von Subpopulationen in
Histogrammen von unterschiedlichen zytometrischigeischaften: Grof3e und Morphologie,
Lipid-, Protein- und DNA-Gehalt. Am FACS wurden diestimmten Subpopulationen
aussortiert und auf ihre Zusammensetzung aus Zgllelen verschiedenen Teilungsstadien
untersucht. Angestrebt wurde dabei die Anreicheruag Zellen im selben Stadium der
Zellteilung. Die durchflusszytometrischen Eigendtdra wurden hinsichtlich ihrer Eignung
als Trennkriterium bewertet. Die Untersuchungennidie als Vorbereitung fir eine
guantitative Trennung von Zellproben, die als Matefir die Anfertigung von DNA-Chips
verwendet werden sollen. Eine Bedingung bei allerti&ungsmethoden war deshalb die
Erhaltung der zellinternen RNA.

Die Untersuchungen zeigten, dass die Zellgréf3e -omatphologie und der Lipidgehalt als
Sortierkriterium nicht in Frage kommen. In beideréllén ist die Auflosung der

aufgenommenen Histogramme zu schwach, um eine Uingrzu ermaglichen.
Bei der Sortierung nach Proteingehalt gelang eineeigherung der Population der Zellen in

der G-Phase von 33 auf 61 %. Synchrone Hefekulturen emeigu entsprechenden

Zeitpunkten hohere Anteile an Zellen in den-Fhase auf. Aussichtsreicher ist die
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Anreicherung von g@M-Zellen mit dieser Methode von 48 auf 60 %, dasdr Wert bei den
synchronen Hefekultivierungen zu keiner Zeit eteigurde.

In den Histogrammen des DNA-Gehalts konnten diéeBah den verschiedenen Stadien der
Zellteilung direkt identifiziert werden. Fir die l&altung der RNA ist jedoch die Verwendung
von speziellen, DNA-spezifischen Farbstoffen noétmgit denen in dieser Arbeit keine
brauchbare Farbung der Zellen erzielt werden kammeich wenn keine Sortierungen auf
Grund des DNA-Gehalts durchgefiihrt werden konnienund bleibt diese Methode vom
Prinzip her sehr vielversprechend, besonders in@ezf die Anreicherung von S-Zellen, da
eine Subpopulation aus diesen Zellen nur in den BhBiogrammen identifiziert werden

konnte.

In vitro Testung

Bei der in vitro Testung konnten die Schwellkonzatibnen von verschiedenen
synthetischen potenziellen Anti-Tumor-Wirkstoffessfgestellt werden. Als Test wurde hier
der etablierte MTT-Test verwendet, bei dem in deitodhondrien der Zellen das MTT zu
einem blauen Formazansalz umgesetzt wird. Bei deschiiessenden durchfluss-
zytometrischen Untersuchungen sollte die Wirkungssveler Substanzen naher bestimmt
werden. Bei der Zellzyklussphasenbestimmung koemt&s2-Arrest der Zellen unter Einfluf3
von Chivosazol A festgestellt werden. Ratjadon tzeigen Arrest in der G1-Phase. Dieses
lasst sich auf die Fahigkeit der Zellen zurlckfilhmach Schadigung ihres Metabolismus den
Zellzyklus an entsprechenden Restriktionspunktezulaalten. Bei der Substanz Ratjadon
wurde mit einem DNA-Chip Experiment die Wirkungseesiauf die Zellen auf die relative
Anderung der Genexpression hin untersucht. Dabigtezesich, dass die regulierten Gene
nach 48 Stunden Behandlung mit Ratjadon einen ektApoptosepfad aufweisen. Weitere
hochregulierte Gene sind Entziindungsreaktionenadnen. Es wurden insgesamt fast 200
Gene gefunden, die unter dem Einflul3 von Ratjadmhhbzw. runterreguliert wurden. Die
Aktivitdt des Genes BCL2 ist stark hochregulierteg®2s Gen wird mit der Beschleunigung
apoptotischer Vorgange in Zusammenhang gebrachtdhe, 2002]. Auch das Gen TNF, ein
Entzindungszytokin, ist stark hochreguliert. Diashrf zur Hochregulation der Gene
TNFRSF1, TRADD und FADD, die schlieZlich die Apogtoeinleiten [Schulze-Osthoff,
1998]. Der Zellzyklusarrest in der G1 Phase kancham der Genexpression beobachtet
werden. Das Gen CDKNI1A ist hochreguliert und induzieinen G1 Phasen Arrest
[Cazzalini, 2003].
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Produktionssteigerung

Zur Erhéhung des IgG-Gehaltes im Zellkultur-Ubenstavurden in dieser Doktorarbeit die
Zellen aufgrund ihres IgG-Oberflachengehaltes gitteFACS  selektiert. Die
Antikdrperproduktionsraten der Kontrolle und die dellen nach dem Sortieren durch FACS
wiesen keine Unterschiede auf. Ein alternativeradnszur Produktionssteigerung sieht die
spezifische Anpassung des Mediums an die Zellen moder Literatur ist zum Beispiel
beschrieben, dass der Zusatz von Glucose [Seamdndig 1990] oder Glutamin [Ramirez
and Mutharason, 1990] Auswirkungen auf die Antild@igroduktion haben soll. Auch die
Kultivierungsform kann einen Einflul3 auf die Zelldraben, weshalb auch der Einsatz

unterschiedlicher Reaktortypen eine Produktions@mdghervorrufen kann.

73



Anhang

10. Anhang

10.1. Methoden

10.1.1. Hefekultivierung

In allen Reaktoren wurden Hefezellen des Stamnfesccharomyces cerevisiae
Wildstamm H620 kultiviert. Die Anzucht der Vorkuftuerfolgt in einem 300 mL
Erlenmeyerkolben mit Schikanen und Animpfnadel.20umL Schatzmann-Medium werden
5,8 g/L Na-Citrat gegeben und anschlieRend im Koldetoklaviert. Glukose und Vitamine
werden in 10 mL dest. Wasser gelost und anschlce®éer einem Sterilfilter zugegeben.
Angeimpft wird unter sterilen Bedingungen mit eirerf Schragagar gehaltenen Kultur. Die
Vorkultur wird anschlieend 20 Stunden in einem UBehschrank bei 120 rpm und 30°C
inkubiert.

10.1.2. Online-Analytik

pH-Wert

Zur Messung des pH-Wertes wird eine sterilisierb@etelektrode verwendet, die mit der
Steuereinheit des Fermenters verbunden ist. Diéotasion der Elektrode erfolgt vor dem
Autoklavieren der Bioreaktoren mit zwei Pufferlogen (pH 4,01 und pH 7,0). Nach Ge-

brauch wird die Elektrode in 3M Kaliumchloridlésuggtaucht.

Gelostsauerstoff

Der Gelostsauerstoff wird mit Hilfe einer autoklkenbaren Elektrode als Sauerstoff-
partialdruck amperometrisch gemessen. Dabei difuhdler Sauerstoff aus der Losung
durch eine gasdurchlassige Teflonmembran, die dissMsung von der Silberanode und der
Platinkathode trennt, und wird an der Kathode rezttizAn der Anode wird Silber oxidiert.

Die Elektrode wird nach dem Autoklavieren im Fermeerkalibriert. Vor der Kalibration
muss die Elektrode 6 Stunden polarisieren. Zurlifation wird zunachst durch Begasung mit
Stickstoff der 0 % Wert eingestellt. Der 100 % Weitd durch Begasung mit Druckluft unter
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Fermentationsbedingungen (Temperatur und Ruhrezdhgh eingestellt. Die wahrend der

Kultivierung gemessenen Werte geben den relatieereStoffgehalt an.

Sauerstoff und Kohlenstoff in der Abgasanalytik

Gemessen wird der prozentuale Anteil an SauerstaffKohlendioxid im Reaktorabgas. Jede
Anlage hat dabei ihre eigene Abgasanalytik. Zugghbum Biostat B ist das Gerat S 710
Modular System (Sick Maihak, Waldkirch). An den agén Biostat C und Q wurde mit einer
Abgasanalytik der Typs EGAS 2 bzw. EGAS 1 (Hartm&rBraun, Frankfurt) gemessen.
Die Gerate wurden jeweils an einen im Reaktordeckedtallierten Abluftkihler
angeschlossen.

Zur Messung des Sauerstoffs verwenden die Gerate edektrochemische Zelle. Zwischen
den zwei Elektroden aus einer Platin-Legierungnukdi sich ein Festelektrolyt aus einer
Yttriumoxid-dotierten, sauerstoffionenleitenden kdindioxid-Keramik. Der Stromfluss der
Zelle ist der Sauerstoffkonzentration direkt prdjworal.

Das Kohlendioxid wird spektrochemisch durch IR-Alpdmn charakteristischer
Wellenlangen detektiert. Das eingebaute Spektrametst exakt auf die
Molekilschwingungen von Cingestellt.

Die Kalibration der Abgasanalytik erfolgt manuell itmEichgas (Linde) mit der
Zusammensetzung 79%,N.9% CQ und 2% CQ.

Datenerfassung
Die Aufzeichnung der Messdaten erfolgte mitteleeimuseigenen Software (RISP -
Realtime_htegrating $ftware Ratform, Institut fir Technische Chemie, Universita

Hannover). Aufgenommen wurden

» die Reaktortemperatur

e der pH-Wert

e der pQ-Wert

» die Ruhrerdrehzahl

* der CQ- und Q-Gehalt im Abgas.

Aus den Abgaswerten wurden unter Einbeziehung dgaBungsrate und des

Arbeitsvolumens folgende Parameter automatischchas:
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» Sauerstoffverbrauchsrate (OUR xy@en_ptake_Rate)

_Xg - Xch2
OUR= - - O
Vo {% e —
» Kohlenstoffdioxidproduktionsrate (CPR -afbon dioxide RPoduction_Rate)

CPR=

1- xCEOZ

» Respiratorischer Qotient (RQ)

M R

Der respiratorische Quotient beschreibt das Vemisilton Kohlendioxid-

produktionsrate und Sauerstoffaufnahmerate.

CPR
RQ=——
OUR
fe: Volumenstrom des eintretenden Gases [L/h]
Vi Molvolumen des idealen Gases (22,41 L/mol)
Vg Arbeitsvolumen [L]

xFo Molenbruch von @im Gaseintritt
x"02  Molenbruch von @im Gasaustritt
xFcos  Molenbruch von C@im Gaseintritt

x*coz Molenbruch von CQim Gasaustritt

10.1.3. Reaktorkessel

Biostat B

Bei dem Reaktionsgefd3 des Biostat-B-Systems hinded sich um einen
2-L-Edelstahlreaktor (Spezialanfertigung). Zur Hitation |asst sich der Reaktor vollstandig
autoklavieren. Fiur die Messelektroden sind im Raaleckel zwei 13,5-mm-
Standardanschlussports eingelassen. Am Reaktoldadgebracht sind neben den oben
erwahnten Komponenten ein RiUhrer sowie Schlauchdisse fur Saure, Base und
Mediumzulauf. Seitlich am Reaktor befinden sichi @&-mm-Standardports zur Montage
weiterer Messgerate. Durchmischt wird das Mediumchlwrei tUbereinander angebrachte
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sechsblattrige Blattriihrer. Begast wird der Reakidrer einen externen Kompressor
(Model 5876, Brose, Berlin), der Luft durch einener8filter (Midisart 2000, 0,3um,

Sartorius, Gottingen) Uber ein Begasungsrohr diiektlas Reaktormedium pumpt. Das
Arbeitsvolumen lasst sich durch kontinuierlichespAmpen des Mediums durch ein in einer

festen Hohe installiertes Rohr im Deckel konstaitem.

Biostat C

Der Edelstahlreaktor des Biostat-C-Systems (BAWBN Biotech International, Melsungen)
hat ein Fassungsvermdgen von 20 L. Uber die Stebeie sind der fest installierte Kessel
sowie die Ablasshahne dampfsterilisierbar. In Reraldckel und AuRenwand befinden sich
insgesamt sieben 25-mm-Ports und drei 19-mm-Pdartglie Montage von Messelektroden,
optischen Analysegeraten und Anstechgarnitureegiidrt in den Deckel ist ein Blattrtihrer

mit vier sechsblattrigen Ruhrképfen.

Biostat Q

Der verwendete 300-mL-Edelstahlreaktor (Werksta&s dechnisch Chemischen Instituts,
Universitat Hannover) ist mit all seinen Komponentelistandig autoklavierbar. Im Deckel
integriert sind Schlauchanschlisse fur Saure, BaskMediumzulauf und zwei 13,5-mm-
Ports fur Messelektroden. In der Reaktorwand befinsich zwei 25-mm-Ports. Durchmischt

wird der Reaktorinhalt mittels eines Magnetrihmarseinem prismenfoérmigen Rihrfisch.

10.1.4. Kontinuierliche Kultivierung im Biostat B

Fur die kontinuierliche Kultivierung wird der 2-Leelstahlreaktor der Biostat-B-Anlage mit
1,6 L Schatzmann-Medium (ohne Glucose, Vitamin- uadibiotikalésung) befillt und
vollstandig montiert. Die pH-Elektrode wird kalibrt und der Kessel mit den installierten
Komponenten fur 30 min bei 121 °C autoklaviert. Nder Sterilisation wird der Reaktor mit
der Abgasanalytik, der Steuereinheit und dem Kosyme verbunden und die Begasung
sowie das Thermostat eingeschaltet. Kurz vor deimpfung des Reaktors wird durch
Zugabe der Glucose-Losung das Arbeitsvolumen adfL1eingestellt. Nach einer
Polarisationszeit ~ von mindestens 12 h wird die ,-p@ktrode unter
Fermentationsbedingungen kalibriert. Die 1:5-verdén Vitamin- und Antibiotikalésungen
werden sterilfiltriert (Minisart High-Flow, 0,@m, Sartorius, Go6ttingen) dem Medium durch

ein Septum zugesetzt. Unmittelbar nach der Ubedmpfder Vorkultur mit Beginn der
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Batch-Kultivierung wird die Datenaufzeichnung (R]&toView) gestartet. Zur Vorbereitung
auf die kontinuierliche Kultivierung wird der Reakimit dem leer autoklavierten Feed-Gefal}
mittels einer Schraubkupplung verbunden. Das Sorain-Medium wird Uber zwel
hintereinander geschaltete Sterilfilterkapseln t&Gamre PP2, 1,Am und Sartobran P, 0,45 +
0,2um, Sartorius, Goéttingen) in das Vorratsgefald gepumNpch Beendigung der Batch-
Phase (ca. 24 h) kann die kontinuierliche Kultivieg gestartet werden. Die Zugabe der Feed-

Losung erfolgt mittels einer Peristaltikpumpe.

10.1.5. Kultivierung in der Reaktorkombination

Der 20-L-Kultivierungsreaktor der Biostat-C-Anlagérd komplett montiert und mit 5L
Schatzmann-Medium (ohne Glucose, Vitamin- und Aatikalosung) beftllt. Im Anschluss
an die Kalibration der pH-Elektrode erfolgt die @uttisierte Dampfsterilisation (30 min bei
121 °C) des Mediums und der Auslasshahne. UberAgiseechgarnitur wird der Reaktor mit
dem autoklavierten Feed-Gefal3 und den pH-Korrekigsigkeitsflaschen verbunden. Der
Behalter mit der Glucoselésung wird separat durdhe eeigene Anstechgarnitur
angeschlossen. Der 300-mL-Reaktor der Biostat-Gxgelwird zusammengebaut und bei
121 °C 30 min autoklaviert. Der Zusammenschluss Hessel erfolgt ebenfalls Uber
Anstechgarnituren. Die Begasung und das Thermastatbeiden Reaktoren sowie die
Pumpen fir den Kreislauf werden eingeschaltet. Naclr Polarisationszeit von mindestens
12 h wird, nach Zugabe der Glukoseldsung, die-p@ktroden kalibriert. Nach Zugabe der
sterilfiltrierten, 1:3-verdinnten Vitamin- und Abiotikaldsungen, wird die Vorkultur in den
20-L-Reaktor Ubergeimpft und die Datenaufzeichngestartet. In jedem Reaktor kbnnen die
respiratorischen Parameter und die Kulturfluoreszggsondert gemessen werden. Wahrend
die Reaktoren verbunden sind erfolgt die pH-Komeldurch den Biostat C. Erst nach der

Trennung der Kessel wird jedes System durch dieneigteuereinheit geregelt.

10.1.6. Saugerzellkultivierung

Bei der Kultivierung von Zellen ist darauf zu aghtelass zum Schutz vor Infektionen steril
gearbeitet wird. Alle Arbeiten werden hierzu untener Sterilbank durchgefihrt. Die
verwendeten Gerdte werden entweder bei 121 °C yhddr autoklaviert oder es werden
sterile Einwegartikel verwendet. Proteinhaltige lwigen und Medien werden durch Filtrieren
sterilisiert, Puffer kbnnen autoklaviert werdenleAéingesetzten Zelllinien werden bei 37°C

und 5%iger CQ@ Atmosphéare mit 100%iger Luftfeuchtigkeit kultiieDie verschiedenen
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Kultivierungsparameter der Zellen sind in Tabellellaufgefiihrt. Zu den Medien wird 10%
Kalberserum und als Antibiotika noch Amphoterich5pg/ml) und Genatmycin (5¢g/ml)

zugesetzt.

Tabelle 10-1: Verwendetet Zelllinien mit den wigsien Kultivierungsparametern

Name Zelltyp Kulturmedium Verdopplungszeit
HelLa Humanes Zervix-Karzinom DMEM 48 Stunden
Jurkat Humane maligne T-Zellen RPMI 1640 30 Stunden
A549 DMEM 32 Stunden
Colo-320 RPMI 1640 55 Stunden

Stammkultur:

Aus der Stammkultur werden die Zellen zum Animpdlen Versuchskulturen enthommen. Ist
eine Zelldichte tber 10° Zellen/ml erreicht oder die Glucosekonzentratiorteu 1,5 g/l
gesunken, werden die Zellen, wenn sie sich in gpomentiellen Wachstumsphase befinden,
fir 3 min bei 400 gzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, diell&e in frischem
Medium resuspendiert und auf eine Zellzahl vonl€>® Zellen/ml verdiinnt und danach in
Spinnerflaschen kultiviert. Zusatzlich wird ein Teer Kultur in flissigem Stickstoff

eingefroren, um bei Bedarf eine neue Stammkultauimmpfen.

Versuchskultur:

Versuchskulturen werden mitdD® Zellen/ml angeimpft. Die Zellen werden akmtch
Kultivierung bis zur Absterbephase kultivielon jeder Versuchskultur wird taglich eine
Probe (1 ml) entnommen und jeweils die Zellzahl uhel Glucose-/ Lactatkonzentration

bestimmt.

Einfrieren von Zellen:

Von einer Stammkultur werden Zellen, die sich i @gponentiellen Wachstumsphase
befinden, eingefroren. Hierfur werden die Suspersiellen 3 min bei 40Q zentrifugiert,
das uberstehende Medium vollstandig entfernt uredZdillen im Kulturmedium mit 10 %
(v/iv) DMSO aufgenommen. Die Zellsuspension wird j8-ml-Kryoréhrchen tberfihrt und 2
h Gber flissigem Stickstoff eingefroren, um ansghdind bei -196 °C gelagert werden zu
kénnen. Die Zelldichte in den Réhrchen ist so gdtydltass beim Animpfen von Kulturen

eine Zelldichte von @0° Zellen/ml entsteht.
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Auftauen von Zellen:

Die bei -196 °C eingefrorenen Zellen werden beirR@mperatur aufgetaut. Dieser Vorgang
sollte schnell sein, da das DMSO auf die Zellenotogisch wirkt. Die Zellen werden
anschlieBend 3 min bei 4Qf zentrifugiert, das Medium mit DMSO abgenommen umd
neuem DMEM resuspendiert. Die Zellen werden in épennerflasche tberfuhrt und mit

vorgewarmtem Medium versetzt.

MTT-Test

MTT ist ein gelbes Salz, welches von den Dehydragen in Mitochondrien lebender
Eukaryoten zu einem blauen Formazansalz reduziertiem kann. Das Formazansalz wird
aufgel6st und die optische Dichte bestimmt. Daitéast sich die Viabilitat/Proliferation der
eingesetzten Zellen bestimmen.

Die Zellen werden in 96-Lochplatten mit 1dDMedium tberfihrt, wobei nur die inneren 60
Locher mit Zellen versetzt werden und die aul3eremmt Medium, um Verdunstungseffekte
auszuschliel3en. Die Zellen werden mit der zu uatdsnden Substanz in unterschiedlichen
Konzentrationen versetzt. Als Kontrolle bleibenlgelunbehandelt, eine Testreihe wird nur
mit dem eventuellen Losungsmittel der Substanzetersaind als Negativkontrolle wird nur
reines Medium in eine Testreihe gegeben. Nach énkebationszeit von 24 bis 72 Stunden
bei 37°C/5% CQwird das Medium gewechselt und fi0einer MTT-L6sung (5 mg/ml in
PBS, steril filtriert) fir 4 Stunden weiter inkubieUm die gebildeten Formazankristalle
aufzulésen, wird 10Qul einer Solubilisierungslosung (10 % SDS in 0,01 H\VCI, steril
filtriert) zugesetzt und Uber Nacht inkubiert (m@stens weiter 4 Stunden). Die Messung
erfolgt im Immunoreader mit einer Wellenlange vatd 53"1m und einer Referenzmessung bei
630 nm.

Farbung fur Zellzyklusbestimmung

Nach der Inkubation der Zellen mit der zu untersmclen Substanz wird das Medium
abgetrennt und die Zellen mit Trypsin Uberschichigtch 10 Minuten Inkubation bei 37°C
wird die Zellsuspension mit den vorher abgetrenntdedium vereinigt. Nach der
Zentrifugation (400g, 3 Minuten) wird das PellenvdMedium befreit und mit 100l RNAse-
Losung versetzt. Um die RNA komplett zu verdauerdvdie Suspension fir mindestens 3
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Stunden im Thermomixer bei 37°C und 800 1/Minutkulmert. Die Messung erfolgt im
Coulter Epics XL.

RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung wurde mit dem SV Total RNA-Istan System der Firma Promega
durchgefuhrt. Dabei wurden die trypsinierten undeatrifugierten Zellen mit Lysispuffer
aufgenommen und in Matrixrohrchen (1,4 mm Keramugkln) im Fast Prep (2 x 20 s bei
Starke 6) aufgeschlossen. Die Proben werden zwisce: einzelnen Schritten auf Eis
gekiihlt. AnschlieRend wird die Probe bei 16200 d 4?C abzentrifugiert und der Uberstand
in einem ERG mit 30@ Dilution Buffer und 400ul EtOH (100 %) vermischt. Die L6sung
wird in 2 Portionen Uber eine Sdule gegeben unckijswl Minute zentrifugiert (16200 g,
4°C). Anschlie3end wird die Probe mit 6@I0Wash Solution gewaschen und die DNA fir 15
Minuten bei Raumtemperatur mit DNAse | (58 DNAse | Verdau Mix) abgebaut.
Anschliel3end wird die Reaktion mit 20 SV DNAse Stop Solution gestoppt. Die Probe
wird noch mit 600ul und 200l jeweils gewaschen und zwischendurch abzentriftigie
(16200 g, 4°C). AbschlieRend wird die RNA mit dMEPC-Wasser (0,1%, pH7) eluiert.

Qualitatskontrolle der RNA

Die RNA-Proben wurden mit dem Agilent 2100 Bioarsa&ly mit dem RNA Nano Chip
durchgefuhrt. Dabei wird die RNA-Konzentration udi@ Qualitét, also das Verhaltnis der
RNA-Untereinheiten, bestimmt.

Der Labchip wird mit 9ul Gel-Dye-Mix und jedes Probenloch mit jeweilsub RNA 600
Nano Marker und il RNA bzw. dem RNA 6000 Ladder gefillt. Die Probemd der Marker
werden zuvor bei 70°C fiur 2 Minuten denaturiertr Defiillte Labchip wird fir 1 Minute und
2400 1/min geschittelt. Anschlie3end wird der Labdh den Agilent 2100 Bioanalyzer

fixiert und gemessen.

cDNA-Synthese fur Chipexperimente
Fur ein Chipexperiment wird 5Qg RNA eingesetzt. Die Probe wird mit RNAse-freiem
Wasser auf 18l aufgefullt. Das Umschreiben in cDNA erfolgt miémd cDNA labeling Kit
der Firma Qiagen. Zu jeder Probe werdepl Denaturierungslésung zugegeben, vermischt
und fur 5 Minuten bei 65°C inkubiert. Anschlie3ennld die Probe auf Eis gegeben und zu
der Probe werden folgende Reagenzien addiert:

* 5yl 10fach RT-Puffer

81



Anhang

« 5u dNTP Mix U

 1ul Cy3/Cy5-dCTP

* 5ul Oligo-dT-Primer

* 0,5ul RNAse Inhibitor

* 11 ul RNAse freies Wasser

e 2,5ul Label Star Reverse Transkiptase
Das 50ul Gemisch wird fur 2 Stunden bei 37°C inkubiert uadschlieRend mit 2u
Stopsolution LS versetzt. Anschliel3end wird zu ldé&sung noch 1@l 1 M NaOH gegeben
und fur 10 Minuten bei 65°C inkubiert. Nachdem Ablain des Gemisches auf Eis wird mit
10ul 1 M HCI neutralisiert.
Die Aufreinigung der cDNA erfolgt mit dem PCR Pigdtion Kit der Firma Qiagen. Das
Gemisch wird mit 30Qul PB-Puffer vermischt, und auf eine Saule gegebath 1 Minute
zzentrifugiert (16200g, 4°C). Der Durchlauf wirdrwerfen und 700ul 35%ige Guanidin-
hypochlorid wird auf die Sdule gegeben und erneantrfugiert (16200g, 4°C). AnschlielRend
wird die Saule 1 Minute trocken zentrifugiert uniéd dDNA mit 2 x je 25ul EB-Puffer fur 1
Minute bei 16200g und 4°C eluiert.

Vorberitung zum Sortieren der Zellen

Hierzu wird ein Vorversuch durchgefihrt, um zu priff unter welchen Bedingungen und
Verdinnungen der Anti-Maus-IgG-Antikdrper an diebiHgomzellen bindet. Das Ergebnis
wird mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskopes beurtdiie Hybridomzellen werden fir die
FACS-Sortierung wie folgt gefarbt:

1010° Zellen werden mit dem gleichen Volumen an kaltemBEM versetzt und fiir 3 Minuten
bei 400g zentrifugiert. Das Pellet wird in 3 ml Bindungsfasf (DMEM, 2 mM Glutamin,
PSA und 1 % (w/v) BSA), in dem der sekundéare Anfiled in verschiedenen Verdiinnungen
(2:20 bis 1:200) vorliegt, aufgenommen und 1 Stumae Dunkeln auf Eis inkubiert.
Anschlieend werden die Zellen erneut zentrifugi@® Minuten bei 200g), mit 1 ml
Bindungspuffer gewaschen und in 2 ml PBS aufgenomrdge Zellen werden im FACS

Vantage SE analysiert [Kronemaledral, 1994].

Sortieren der Zellen
Die Sortierung der Zellen erfolgt mit Hilfe des FAG/antageSE der Firma BD Biosciences.

Als Lichtquelle dient ein Argon-Laser mit einer A&gungswellenlange von 488 nm. Fur die
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Messung wird der Bandpassfilter 530/30 verwendet.Nbzzle-Grol3e betragt 70 um und der
Hiillstromdruck 7,580 Pa. Der Probenstrom wird so gewéhlt, dass 1002046 Zellen pro
Sekunde sortiert werden (bis 7083 Pa). Zum Sortieren wird der Normal-R-Modus
verwendet.

Nach der Sortierung werden die Zellen 3 Minuten48lg zentrifugiert, in DMEM (+ 10 %
NKS) resuspendiert und in 125 ml Spinnerflaschdtikert.

10.2. Genchipergebnisse

Tabelle 10-2: Liste der verwendeten 140 ausgew&stee fir den Hefe-Chip

Tabelle 8-1: Liste der ausgewahlten Gene 140 Gene

Gene Accession Gene name and Function

PRX1/YBL0O64C Mitochondrial peroxiredoxin (1-CysdPwith thioredoxin peroxidase activity

BNA4/YBLO98W  Kynurenine 3-mono oxygenase

TIP1/YBR0O67C Major cell wall mannoprotein with pdde lipase activity

AMN1/YBR158W Protein required for daughter cell aggtion, multiple mitotic checkpoints, and chroomg stability
RIB5/YBR256C Riboflavin synthase

VAC17/YCLO63W Protein involved in vacuole inheriice; acts as a vacuole-specific receptor for myldsio2p

MATALPHAL /YCR040W Transcriptional co-activatonialved in regulation of mating-type-specific gemxp@ssion
MCD1/YDLOO3W  Essential protein required for sisthromatid cohesion in mitosis and Meiosis

PMT5/YDLO93W  Protein O-mannosyltransferase

PST1/YDRO55W  Cell wall protein that contains a pugaGPl-attachment site

VHS1/YDR247W  Cytoplasmic serine/threonine protdimalse & suggesting a role in G1/ S phase progrmessi

URH1/YDR400W  Uridine nucleosidase

YHP1/YDR451C One of two homeobox transcripgiorepressors that bind to Mcml1p and to earlyayele box (ECB) elements of
cell cycle regulated

GIN4/YDR507C Protein kinase involved in bud growthd assembly of the septin ring

YRF1-1/YDR545W Helicase encoded by the Y' elentérstubtelomeric regions

YELO68C Hypothetical protein

BLM10/ YFLOO6W/ 7 Protein involved in nuclear asd#ynand or regulation of proteasomal core phasi

MSB2/YGR014W  Mucin family member at the head of @dr42p- and MAP kinase- dependent filamentous tr@ignaling pathway
YGRO035C Protein of unknown function, potential @8p substrate

MUP1/YGRO55W  High affinity methionine permease

CLB1/YGR108W  B-type cyclin involved in cell cycleqgression; activates Cdc28p to promote the tiansitom G2 to M phase
CLB6/YGR109C B-type cyclin involved in DNA replidah during S phase; activates Cdc28p to pronmitiaiion of DNA synthesis
YHB1/YGR234W  Nitric oxide oxidoreductase

YHI9/YHR029C Protein of unknown function that istember of the PhzF superfamily, possibly involvedimembrane regulation
metabolic pathway

YHR127W (H)igh copy (S)uppressor of (N)34 dominaagative allele of SEC4

SPO12/YHR152W  Nucleolar protein of unknown fuantipositive regulator of exit from Mitosis

RTT107/YHR154W Protein that interacts with Mms22yl is implicated in Mms22-dependent DNA repaifiryS phase

YHR173C Hypothetical protein

YILO25C Hypothetical protein

QDR2/YIL121W Multidrug transporter required for igtsince to quinidine, barban, cisplatin, and blecmy

MPS3/YJL018/19W Essential integral membrane pnateduired for spindle pole body duplication andrfaclear fusion
PRY1/YJLO79C Protein of unknown functionshsimilarity to Pry2p and Pry3p and to the plantPRlass of pathogen related
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proteins
HPR5/YJLO92W

DNA helicase and DNA-dependent ATHaselved in DNA repair

YJL181W Hypothetical protein

ECM25/YJL201W
POL32/YJR043C
CWP1/YKLO96W
SLD2/YKL108W
LOT5/YKL183W
YKRO12C
PRY2/YKRO13W
proteins
PET10/YKR046C

Non-essential protein of unknowndtion; promoter contains a Consensus bindingesezgifor factor Abflp
Third subunit of DNA polymeraigdta, involved in chromosomal DNA Replication
Cell wall mannoprotein
Protein required for DNA replicati, phosphorylated in S phase by S-phase cyefiemdent kinases (Cdks)
Protein of unknown function; geegpression increases in cultures shifted to afdegraperature
Hypothetical protein
Protein of unknown function, hamitarity to Prylp and Pry3p and to the plant PRass of pathogen related

Protein of unknown function thatpurifies with lipid particles expression pattesnggests a role in respiratory

growth ATP/ADP exchange

MET1/YKRO69W
YLRO40C
YLR169W
SAM1/YLR180W
FRE1/YLR214W
NDL1/YLR254C
CTS1/YLR286C
YLR326W
GAS2/YLR343W
VID22/YLR373C
CSR1/YLR380W
YLR413W
BSC3/YLR465C
UNG1/YMLO21C
YMLO34C-A
YML119W

S-adenosyl-L-methionine uroporpimagen Ill transmethylase

Hypothetical protein
Hypothetical protein
S-adenosylmethionine synthetase

Ferric reductase and cupric reductase

Homolog of nuclear distribution fac Nude, NUDEL

Endochitinase, required for cell safian after mitosis
Hypothetical protein

Putative 1,3-beta-glucanosyltransferass similarity to Gasl1p
Glycosylated integral membranetpio localized to the plasma membrane

Phosphatidylinositol transfer pioteith a potential role in lipid turnover
Protein of unknown function; green fluorestprotein (GFP)-fusion protein localizes to te# periphery
Dubious open reading frame, unlikelgnhcode a protein; not conserved in closely rel&&ccharomyces species
Uracil-DNA glycosylase, required fagpair of uracil in DNA, expressed in late G1

Hypothetical protein

Protein of unknown function, potential Cé®substrate

YML125CProtein required for cell viability

YMRO031C
pattern
CTF18/YMRO78C

chromatid cohesion

YMR144W
SPC98/YNL126W
YGP1/YNL160W
TOF1/YNL273W
NRM1/YNROOSW
ESC8/YOLO17W
MPD2/YOL088C
IZH4/YOL101C

Protein of unknown function; green fluorestprotein (GFP)-fusion protein localizes to tlygoplasm in a punctate

Subunit of a complex with Ctf8mthshares some subunits with Replication Factom@ ia required for sister

Hypothetical protein

Component of the microtubule-natifeg Tub4p (gamma-tubulin) complex

Cell wall-related secretory glycopriote

Subunit of a replication-pausingchkpoint complex (Toflp-Mrclp-Csm3p)

The name is reserved with SGD adity to the Gene Naming Guidlines

Protein involved in telomeric and mgttype locus silencing

Member of the protein disulfideriserase (PDI) family, exhibits chaperone Activity

Membrane protein involved in zimetabolism

YOL114C Hypothetical protein

HST3/YOR025W
RSB1/YOR049C

Member of the Sir2 family of NAD¢dependent protein deacetylases
Suppressor of sphingoid long chase (LCB) sensitivity of an LCB- lyase Mutation

YORO052C Hypothetical protein
CDC21/YOROQ74C Thymidylate synthase

YOR129C

Putative component of theepplague of the spindle pole body

MSB1/ YOR188W Protein involved in positive regidet of both 1,3-beta-glucan synthesis and the PIMAPK pathway, potential

Cdc28p substrate
PMT3/ YOR321W

Protein O-mannosyltransferase
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HSP33/ YOR391C
EEB1/YPL095C
HOS3/YPL116W
H2A, and H2B
SPC29/YPL124W
IPL1/YPL209C
BBP1/YPL255W

Possible chaperone and cysteiregs®
The name is reserved with SGEpating to the Gene Naming Guidlines

Trichostatin A-insensitive homoditnehistone deacetylase (HDAC) with specificity vitro for histones H3, H4,

Inner plaque spindle pole body (S&Bnponent
Aurora kinase involved in regfithg kinetochore-microtubule attachments
Protein required for the spindiéepbody (SPB) duplication

YPRO013C Hypothetical protein

RLF2/YPRO18W
CLB2/YPR119W

Largest subunit (p90) of the ChatimAssembly Complex
B-type cyclin involved in cell dgcprogression; activates Cdc28p to promote thesttion from G2 to M phase;

accumulates during G2 and M

CLB5/YPR120C
ASH1/YKL185W

Bype cyclin involved in DNA replication during S abe ; activates Cdc28p to promote initiation of Dé¥#thesis

Zinc-finger inhibitor of H@anscription

The gene list of some metabolic genes of metaleffiect

TPS1/YBR126C
TPS2/YDRO74W
FBP1/YLR377C
FBP26/YJL155C
NTH1/YDROO1C
GPH1/YPR160W
GDB1/YPR184W
PFK2/YMR205C
PFK26/YIL107C
GSY2/YLR258W
CYR1/YJLOO5W
PFK1/YGR240C
TPK1/YJL164C
TPK2/YPL203W
TPK3/YKL166C
PGM2/YMR105C
ATH1/YPRO26W
PDAL1/YER178W
PDB1/YBR221C
ADH1/YOLO086C
ADH2/YMR303C
ACO1/YLR304C
MDH1/YKLO85W
HXT1/YHR094C
HXT2/YMR0O11W
HXT3/YDR345C
HXT4/YHR092C
HXT5/YHR096C
HXT6/YDR343C
HXT7/YDR342C
HXT8/YJL214W
HXTO/YJIL219W
HXT10/YFLO11W
HXT11/YOL156W
HXT12/YIL170W
HXT13/YELO69C

Trehalose-6-Phosphat-Synthase
Trehalose-6-Phosphat-Phosphatase
Fructose-1,6-Bisphosphatase
Fructose-2,6-Bisphosphatase;
Fructose-2,6-Bisphosphatase
Glycogen-Phosphorylase

Glycogen debranching enzyme;

3- subunit of 6-Phosphofructokinase
6-Phosphofructose-2-kinase
Glycogen-Synthase

Adenylate Cyclase;

Alpha-subunit of 6-Phosphofruktokmas
Putative cAMP dependent protein kinzeslytic subunuit
cAMP dependent protein kinase caialytibunit
cAMP dependent protein kinase cdtalgubunit
Phosphoglucomutase

Trehalase acid

Alpha-subunit of Pyruvate-Dehydrogema
Beta-subunit of Pyruvate-Dehydrogenas
Alkohol-Dehydrogenase |
Alkohol-Dehydrogenase I

Aconitase
Malat-Dehydrogenase

low-affinity Glucose-Transporter

high-affinity Glucose-Transporter

low-affinity Glucose-Transporter

high-affinity Glucose-Transporter
Hexosetransporter with moderate @ffito glucose
high-affinity Glucose-Transporter
high-affinity Glucose-Transporter
Hexose-Permease

Hexose-Permease

high-affinity Hexose-Transporter
Glucose-Permease

Putative hexose permease

high-affinity Hexose-Transporter
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HXT14/YNL318C Genprodukt: Hexosetransporter
HXT15/YDL245C Genprodukt: Hexosetransporter
HXT16/YJR158W  Genprodukt: Hexosepermease
HXT17/YNRO72W Genprodukt: Hexosetransporter
HXK1/YFRO53C Hexokinase 1; = Hexokinase A;
HXK2/YGL253W  Hexokinase 2; = Hexokinase B;
GLK1/YCLO40W  Glucokinase
RGT2/YDL138W  low-affinity Glucose-receptor
SNF3/YDL194W  high-affinity Glucose-Sensor
GAL2/YLRO81W  Galactose-Permease
PDE2/YOR360C high-affinity cAMP Phosphodiesterase;
PDE1/YGL248W  3'5'-Cyclic-nucleotid Phosphodiestalow affinity
SCH9/YHR205W  Homolog of cAMP-dependent Proteinkma
Housekeeping genes

Cytochrome c oxidase

Actin

RNA Polymerase

Tabelle 10-3: Genliste und Ergebnisse des Apop@ite der Ratjadon behandelten Zellen nach 24 und 48

Stunden

genelD Ratio 24 h Ratio 48 h
CR_2A -1,6 2,3
SALT 1,8 -2,0
Herring_Sperm_DNA 1,8 15
CYPA 1,2 -1,6
GAPD 1,7 1,1
HPRT 1,6 -2,6
BCL2 -1,5 -13,2
STAT6 -15 -1,3
HSPC263 3,2 -2,1
IL1B 5,0 1,2
NFKB2 1,7 1,8
SNX6 -1,1 1,5
TNFR1 45 1,4
BRCA1 -1092,0 -245,0
WSB-1 -1,0 1,7
MLT -2,2 -1,7
IL2 -111 626,0
NFKB3 -3,3 -2,6
TIRAP -2,3 -3320,0
BAX -1,1 -1,1
BAFF -829,0 -1,3
WSB-2 -1,8 11
NALP14 -3,9 -2,0
TNF -1050,0 18,3
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SSB22
TRAM
IAP2_1
P73 1
MYCL1
NALP6
APRIL
SOCs3
1110065D03RIK
MAPK14
EDA
HSF1
RASSF1
BCL2L1
STAT3
GEM
MAPK11
TRAIL
IL18R1
RASSF3
TRAIN
STAT4
KB-RAS1
TNFB
DDR3
ILR18RAP
TNFAIP3
BRCA2
HSF2
KRAS2A-KRAS2B
BAG-1
TNFSF12
UNC5H1
IAP1
SERPINH1-SERPINH2
PGLYRP
BAG-3
ASM
TLRA4.
ABCF1
BCL10
OP4
PGRP-L
SODD
CCNE1
TLR7
PNAS-5
DUMMY
TLR1

11
7.1
1,4
1,4
1,9
-1,7
-10,7
2,7
-3,7
25
-1,2
-6,7
1,1
11
1,7
-1,6
1,1
2,0
1,9
2.4
-494,0
-4,0
-116,0
1,0
-13,5
1,4
-1500,0
-562,0
-595,0
18
1,1
1,1
-785,0
2,4
2,2
25
-3,0
-1,0
-15
-3,8
-11,5
-538,0
-935,0
-1,2
2,5
2,2
-3,0
1,2
2.4

10,4
-5,6
1,3
3,9

2,1
-30,1
-4285,0
-4798,0
-3600,0
1,0
1,1
12

16

6,1

33
7,7
-1,6
18

7,2

16

19
5,9
-188,0
2,2
1,7
2,2
-396,0
4,4
2,9
2,5
1,3
1,4
3.1
1,4
-1,0
2,7
1,2
16
4,7

17
1,3
-1285,0
1,2
1,3
1,7
-3,8
-5,2
11
-1630,0
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RAD
CREL
MAPK4
TRAF2
SH3GLB1
TNFSF6
TLR5
RAS-Q9BPW5
KIAA0827
MAPK12
TRAF3
KDR_EX4
CLARP
TLR6
RERG
cMYC
GADD34
TRAF4
PIGPC1
CDKN1A
TLR8
RHEB
NMYC
SMPD2
TRAF6
TNFRSF19L
CDKN1B
TRAF1

RIT

TFE3
RAP1A

RB
TWEAKR
P53

TRAF5
TXBP151_3PRIME
IL18

NRAS
ANT1
XEDAR.
IAP4_1
XIRAPL2
TXBP151_5PRIME
MAPK3
RRAS
YWHAZ
AAC11
TNFSF11
ATM

-1241,0
2.2
-4.6
2,2
-1,6
2,9
-2535,0
-14,7
11
2,7
1,2
-1197,0
-13,4
1,3
-348,0
-1,0
1,2
-1,0
14
18
5,9
11
11
5,7
1,4
1,0
27
2,9
-8,6
2,7
15
11
1,2
1,0
21
1,9
1.2
1,4
14
-33
2,7
-646,0
1,0
1.2
1,7
1,3
2,0
14,1
11

13
3,1
1,2
29,4
1,2
24,7
-192,0
-233,0
1,2
1,9
-840,0
1.2
4,0
2,5
-2024,0
18
13
1,3
5,2
19,7
18
15
18
-163,0
1,4
1,2
17
3,2
-3,7
350,0
1,3
2,0
13
2,2
5,6
15
1,2
1,2
2,6
7.8
2,2
2,0
4,2
1,4
-3,6
11
11
-1,9
17
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VTS58635
TNFSF4
MAPKS
ALG2
BSAC2
CCND1
MDM?2
RAS-AX236079
ILIR2
TNFRSF9
SMAC
KIAAO680
CCND3
MDM4
4933428L19RIK
SARP2
TNFSF9
RBBP4
PRO2963
CCNG2
ANT2
ANK1
HSC73
CASP2
RBBP5
TAIP-2.
MAPK1
LBP
BCL2L12
CISH
CASP6
RBL2
AXUD1
MAPK6
DFFB
BCLG
RAR
CASP7
RBQ-1
ZAP-1
MAPK?7
PAR-4
BOK_HUMAN
socs1
CASP8
TP53BP2
YWHAH
PCNA
PSMD2

1.2
15
-3,9
1.2
-3,6
2,4
23
9,1
11
1,2
1,4
18
1,7
2,2
-870,0
18
3.1
13
-2361,0
5,8
13
5,9
11
-3,9
-1,6
-4,0
5,9
23
1,2
11
-1,6
1,7
-6,3
-1,6
11
-285,0
-1,0
75
-1,0
5,8
-1,6
2,2
-1,6
1,0
-4,9
1,7
-1,0
2,0
11

-10,2
13
8,5
2,0
2,0
2,2
5,7
2,8
34
1,3
2,5
2.7
42
-11,0
-535,0
-1,0
-2370,0
2,3
44
2415
1.4
2,0
14
3.1
27
-135,0
35
15
-8,8
13
2,0
2,0
-1,8
2,7
3,6
81,5
2,2
2450
11
21
1,4
9,9
2,8
11
-10,0
23
-1,8
1,2
2,5
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CARD10
MNT
CASP9
PIG10
APG5L
RRAS2
HSP75
CASP14
ILLRAP
TNFRSF8
TNFIP1
DAP
MAPK9
BNIP3L
CGI-77
BCL-XL
CR1
FADD
YWHAS
GRIM19
MAPK10
GG2-1
CLAN1 2
TDAG
CASP1
DAD1
LITAF
CASP3
PIGS
DEDPRO1
AGS1
NGFR
PTGES
MAPK8IP1
TNFSF8
TIF1B
DIVA
CSE1L
TNFRSF11A
P53R2
MAPK8IP2
TNFRSF5
YWHAB
FLJ22607
MD2
RIPK1
GM2A
NADE
TNFSF5

-1203,0
15
-371,0
2,0
18
17
11
3.1
1,4
-1,2
2,3
17
2,8
4.4
-179,0
1,6
11
1,2
14
1,6
7.3
-4,0
2,5
-1,0
2,2
13
11
2,5
2,0
-1,3
11
1,6
1,9
1,7
-512,0
18
11
-1,2
1,2
5,7
-1,3
-466,0
15
2,0
5,8
3,2
2,6
5,2
1212,0

-659,0
12,3
18
2048,0
3,5
7,7
1,3
-6,6
1,2
1,4
-3,6
17
-43
15
-8,8
1,2
1,0
11
33
13
1,2
13
71
11
11
18
3,7
1.4
43
1,4
-1,0
13
11
2,5
1,4
2,1
15
-2,0
1,7
15
31
-2,9
1,6
-2,0
11
1.4
1,9
7,6
16
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RBL1
KIAA1850
BNIP3

BAD

PIASG
NINJ2
TNFRSF11B
TTRAP
NALP10
RBBP2
BCL2NEW_1
UNC5C
NME6
TNFC

NPC2

NOP
ALS2CR2
BCL2NEW_2
UNC5H2
PDCD2
TNFRSF1B
P63_FL
NORE1
TLR2
BCL2L2
PEA15
PDCD5
LTBR
P63_1
NOXA
CCNA2
BIRC1_HUMAN
ASPP1
TRADD
P73_NT
PUMA
TNFSF7
GFRA1
PDCD4
CASP4_HUMAN
P73 2
RIG-I.

CD14
GMFB
SCoT3
BAK1-BAK2
IAP2_5PRIME.

TRABID:_(TRABID)_TRABID_PROTEIN.

CCNF_2

55
-421,0
1,4
2,9
1,0
-483,0
-15
1,1
13
-1,2
13
1,4
2,5
1,4
13
-1,0
1,6
1,1
2,2
-1,6
-15
3,0
-1,2
2,0
-1,0
2,8
1,6
1,1
11
2,2
2,0
-957,0
-1,3
-1,3
-1,8
1,2
1,2
15
13
1,2
11
1,4
-4,7
2,6
192,0
2,6
-1485,0
-902,0
1,0

1,1
1,4
15
2,6
2,7
5,8
3,7
-1,6
-11,5
1,1
2,7
-4.6
-8,0
-2,9
1,7
491,5
1,1
2,7
2,8
1,4
-10,2
-13,5
-5,6
-2,9
1,7
3,6
-1,2
1,9
10,4
2,7
-5,6
16,0
-8,8
12,3
1,9
-4.4
2,5
2,1
33
1,7
a7
1,2
14
1,3
-787,0
1,7
1,6
33
11
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GMFG
SCOT4
BCL2A1
MDA5
PDCDS8
KI67
BAXBETA_HUMAN
GADD45B
BID.
ST16
TIAF1
MSP58
ANKRD3
BIK

BBP
KIAA0185
TP53BP1
DKFZP434M058
BCL2L11
BBPL1
BAFFR
PESCADILLO
PPM1D
MCL1
BBPL2
BMF
SARP1
NAF1
ILIR1
BBPL3
KDR_EX3
SARP3
KIAA0661
CCNH
DAPK1
KIAA1093
NED4
RIS
TNFRSF7
DR6
EFNAL
UVRAG
HRAS1
PSMB4
GZMB

YWHAE
ISG15-RIK2900034J1
AC15

1,7
-16
13
11
11
1,0
-8,7
2,0
14
17
11
-1,0
14
23
14
16
13
1,0
-3,0
2,8
83
1,4
-143,0
-1653,0
1,2
11
2,0
-6,1
1,7
11
-1,0
11
2,0
11
1,0
13
12
-244,0
-161,0
11
1,9
-137,0
3,0
2,0
2,4

13
19
18

-1,5
-15,9
2,0
6,6
4,2
-1,6
2,9
14
1,0
43
2,6
-1,3
1,2
-223,0
-1,6
-13,9
-2,2
-2,3
-1,6
1,6
-213,0
2,9
3,0
54
2,2
4,3
-1,1
6,9
2,6
1,3
21
-1,0
-1,6
14
-6,0
-1,7
11
-296,0
1.3
2,0
1880,0
227,0
55
-1,4
69,5
-2,0
-1,5
59
4,2
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IRAK-M
H17739
OPN
CIDEA
BARD1
IRAK1
KIAA1733
BAG5
CIDEB
LIG3
IRAK2
MD1
CCA1
HTRA3
LIG4
MADD
MKL1
FLASHLIKE
CEZANNE
ECT2
MAP3K5
TAIP-12
NALP1
FLJ20739
NBS1
MYD88
YWHAG
FOS_1
TOLLIP
PPOL).
NGFR-2
YWHAQ
BIP

BAR
PRF1
P84
DAP3.
HSP105
AMSH
GRO1_HUMAN
PEX11B
NSMAF
HSPALA
BNIP1
HSPCA
PIASX
PRKRIR
HSP70.2
TRIF

-771,0
-315,0
11
-457,0
11
1,4
-490,0
1,7
2,5
1,4
2,0
-222,0
11
21
-790,0
-929,0
-1076,0
-1,0
-709,0
-4.8
-2257,0
-487,0
1.2
1,4
1,4
-557,0
16
-545,0
-257,0
15
21,1
-1,0
1.2
1,7
5,3
2,7
1,2
17
-758,0
2,0
-3.2
-3,0
1,3
-9,0
2,0
2.2
161,0
11
4,6

4,0
-62,0
2,1
12
2,3
144,0
-273,0
11
-1,3
341,5
117,5
-61,0
-1,1
112,5
-83,0
-381,0
-1,7
-1,3
-108,0
2,8
77,0
15
-1,2
-2,0
1,2
-1,0
-1,3
-2,0
-1,6
1.2
1,3
11
-1,3
1.8
1.0
-1,5
-1,5
19
262,5
-926,0
-1,3
-3,1
3,9
-6,7
-1,1
3,6
-4,8
18
-256,0
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MATRIN3
PIDD

REQ

HSPALL
TNFAIPG
TACE

TACI

TNFAIP2
HSPA4

GBTS1
ANGIOGENIN
TLR10_HUMAN
RSU1

HSPA9
KB-RAS2
CARD4

TLR9

SSECKS
OSP94

MRAS

FAIM

GPCR25
TANK

STCH

RAP1B

FLASH

NOD2
CDKN2A_2_HUMAN
CDC10
RAP2B
CARDS
GFRA2
SCOT2
HSP84_3PRIME
RAS-BC008065
ASC

ANK2

SCOTIN
ZNF216

REM

FRA1L
BCL-XS-XL
ASH2L

BCL3
RIN-ROC2
JUNB

IAP4_2

CISH6

RRP22

1,6
-314,0
4,9
-224,0
1,0
1,4
-911,0
1,0
1,6
-157,0
15
-15,3
-1,0
1,2
5,2
1,2
18
-584,0
1,6
-641,0
1,4
-596,0
2,6
-1,8
1,2
-1,8
-562,0
-10,8
1,0
-1,2
1,4
-273,0
1,0
1,9
-175,0
1,4
-133,0
2,4
1,2
2,1
1,4
-10,2
-477,0
1,1
2,7
18
-1,9
1,6
171,0

11
18
2,7
-302,0
-267,0
1,6
15
2,0
11
-2,0
11
-312,0
15,5
1,2
-2,0
1,6
-2,0
130,0
2,0
-79.0
15
11
4,7
14,5
1,4
-809,0
13
1,6
1,2
820,0
-2,0
-2,0
-2,0
1,4
77,0
2,2
-2,0
17
8,8
2,0
351,0
1152,0
7.4
13
2,0
1,4
-792,0
125,0
143,0
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HSR.1
DAPK2
IKBA
TEM2
IKBE
RALB
ORP150
TBK1
RPS7
REM2
GRO2_HUMAN
TNIK
IKKA
ABIN-2
ADPRH
AATK
IKKB
ABIN-Q96H32
ANK3
NM23-M7
MAP3K14
JAK2
APAF1
QKI
RICK
NFAT3
BNIP2
GPS1
BRP44L
NFATCB
CARD14
TFAR15
CARDG
sulL
SSRP1
NFKB1
CARMA
ASB-1
TRIM29A
RELB

CASP5_HUMAN

ASB-2
PQBP-1
SOCS2
DEDPRO2
ASB-3
STAT1
DJ298J18.2
ASB-4

-522,0
1,8
2,7
-451,0
1,0
-3,0
1,2
2,4
1,9
-319,0
-210,0
14
1.2
17
245,0
13
13
-45
-764,0
11
7.4
-1,9
-1118,0
13
-11,0
16
-54,0
16
4,4
18
1,3
2,0
-34
13
5,1
21
-1050,0
3.1
-4,4
-1,9
-78,0
-13,1
23
11
-782,0
1.2
2,0
2,6
-4072,0

-290,0
-626,0
2.1
3,3
271,0
397,0
620,0
4095
1,3
-70,0
2,0
63,0
1,6
761,0
2,0
-338,0
3,0
-495,0
2,0
-4.3
-109,0
-506,0
-540,0
1,4
33
2,3
1,0
3,0
1,6
1,0
2,0
1,0
2,0
-1,2
8,3
1,2
90,0
342,0
2,0
2.2
-158,0
44
5,3
3,2
2,0
2,3
8,5
63,5
1155
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CUGBP2
STAT2
EDAR
Cis4
BIRC6
STATSB
EDARADD
FIP2
HTRIP
FLJ21916
IKAP
TOPORS
KDR
IKBB
HIN1
IKKG
HIP1
JAK3
HIP1R
NFAT1
HIPPI
ACTA2
TUBA_HUMAN

TUBB1-TUBB5_HUMAN.

ST2L
TNFRSF6
KIAA0417
STK17B
MRJ
IRAK-4.
JAK1
DAXX
NFATX
2210412KO09RIK
CR2B
Cr2C

1,0
1,4
-1395,0
17
-925,0
16
-13,8
1,3
48
-23,6
7,9
2,9
-4,0
14
-850,0
11
1,0
2,2
-1,0
1,0
2,2
2,0
11
13
17
1,7
5,8
-4,9
1.2
326,0
1,4
13
-33
11
25
-692,0

126,0
233,0
-2,0
195,0
206,0
1,7
2,0
3.3
570,0
2,0
3.9
257,0
59,5
13
3,3
6,7
2,0
2,5
2,0
127,0
2,0
11
25
1,9
2,4
563,0
168,0
2,0
18
80,5
1475
5240
41
438
1,7
2,0
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Reagentien und Kits
Alle hier aufgefihrten Reagenzien und Chemikaliesttem, falls nicht anders

aufgefuhrt, den kommerziell héchsterhaltlichen Reitsgrad.

Reagenz Hersteller

Antibiotic-Antimycotic (PSA) Penicillin | Invitrogen Corporation, USA
(10000 U/ml), Streptomycin (10000
pg/ml) und Amphotericin B (25 pg/ml)

BioMag-Goat-Anti-Mouse IgG Qiagen, Hilden

Lipid Concentrate 500X, ChemicallyJRHbioscience, England
Defined

Newborn calf serum PAA Laboratories, Osterreich

Polyklonaler sekundarer  AntikorpeAcris Antibodys, Hiddenhausen

gegen Mouse IgG -FITC konjugiert

Propidiumiodid Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Proteinmarker Fermentas, Litauen

Rapamycin LC Laboratories, USA

Ribonuclease A Sigma Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
SynQ (10 x) CCS, Hamburg

Trypan Blau (0,4%) Sigma, cell culture, Steinheim
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Kit
Mouse-lgG-ELISA

Mouse-IgG2b-ELISA

Hersteller
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Acris Antibodys, Hiddenhausen

Kulturmedien und Puffer

10 x TGS

Bindungspuffer fur

FACS

Bindungspuffer fur

IgG-Aufreinigung 1

Bindungspuffer fur
IgG-Aufreinigung 2

DMEM

Elutionspuffer fur
IgG-Aufreinigung 1

Elutionspuffer fur

IgG-Aufreinigung 2

Farmers Reducer

25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % (w/v) SDS pH 8,@nt
nachgestellt

DMEM, 1 % (w/v) BSA, 2 mM Glutamin, PSA

0,02 M NahPQO,, 0,15 M NaCl, pH 8,0

3 M NacCl, 1,5 M Glycin/ HCI, pH 9

Dulbecco’s Modification of Eagle’s Medium (Sigm
Steinheim), (DMEM-Pulver; NaHC&X3,7 g/l); mit HCI auf
pH = 7,2). Das Medium wird vor Gebrauch mit 10 %v)v
NKS, 2 mM L-Glutamin und PSA versetzt.

0,2 M NgaHPQ,, 0,1 M Zitronenséure, pH 3,0

0,2 M Glycin/HCI pH 2,5

eine Spatelspitze Kaliumhexacyanoferrat 11l und ee€

NN
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Lésung fur Gel

Fixierlosung fur Gel

PBS

Probenpuffer fir SDS-
PAGE

RPMI-1640

YSI-Kalibration

YSI-Puffer

Spatelspitze Natriumthiosulfat in 250 ml dest. Vé¢ass

100 ml Essigsaure, 400 ml Ethanol, 200 ml dest.3&fas

Phosphate Buffered Saline (140 mM NacCl; 27 mM KClI,
7,2 mM NaHPOy; 14,7 mM KHPOs, pH = 7,4)

20 mM Tris/HCI, 2 mM EDTA (Na-Salz), 5 % SDS, 0,22
Bromphenolblau in 90 ml dest. Wasser, vor Verweid

Zusatz von 10 % Mercaptoethanol

Roswell Park Memorial Institute (Sigma, Steinhei
(RPMI-1640-Pulver; NaHC®(2 g/l); mit HCI auf pH =
7,2). Das Medium wird vor Gebrauch mit 10 % (v/iyn® ,
2 mM L-Glutamin und PSA oder PSN versetzt.

0,539 g Li-Lactat, 1 g D-Glucose, 3,5 mg Gentamygifat,
250 ml bidest. Wasser. 24 h vorher ansetzen.

0,147 g NaH, EDTARH,O, 7 mg Gentamycinsulfat,

0,973 g Natriumbenzoat, 1,84 g N&D,2H,0, 7,293 ¢
NaHPQy, 3,289 g NaCl, 27 mg KClI, 1 | dest. Wasser

un

m),

Verwendete Geréate

Gerat Hersteller

Autoklav Integra Biosciences, Tecnomara Deutschl
Gmbh, Fernwald

Brutschrank Heraeus, Hanau

Cytometer Epics XL, Beckmann Coulter, Krefeld

Eppendorf Research Pipetten Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf Thermo Schiittler Eppendorf AG, Hamburg

FACS Vantage SE, Becton Dickson GmbH,
Heidelberg

Gel-Scanner hp scanjet 3500c, Hewlett Packard, USA

and
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Gelelektrophoreseapparatur Mighty Small 1l, Amersham Biosciences, USA
Kryokonservierung Orion ET-44, MVE Crogenics, USE
Magnetruhrer-Heizplatte Typ RCTb| Promega, Mannheim
Neubauerzélkammer, 0,0025 fim | Schott AG, Mainz
0,1 mm Tiefe LO-Laboroptik GmbH, Friedrichsdorf
Phasenkontrastmikroskop Checker® , Hanna Instruments, USA
Plattenlesegerat Olympus BX 41, Japan;
Microplate Reader Benchmark, BIO-RAD,
Munchen
Spinnerflaschen Techne, Jahnsdorf
Sterilbank 2F150-11 GS Technoflow, Integra Biosciences, Schweiz
Thermomixer Thermomixer comfort, eppendorf, Hamburg
Vortex-Mixer VM-300, Neo-Lab, Heidelberg
Wasseraufbereitungsanlage Sartorius AG, Goéttingen
YSI 2700 select Yellow Springs Instruments, USA
Zentrifuge Multifuge 3 s, Heraeus, Hanau
Zentrifuge Eppendorf AG, Hamburg
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11. Abkirzungsverzeichnis

ADP
AP
ATP

ARFI
DL

DNA

EP

fe

FAD
FADH,
FL

FMN
FMNH,
FS

|

10
ICP-OES
A

Adenosindiphosphat

Acetatproduktionswert

Adenosintriphosphat

optischer Filter (lock)

Bandpassfilter

Biotrockenmasse

Anfangskonzentration [mol/L]

Konzentration Kultivierungsreaktor (Biostat C)
Gleichgewichtskonzentration [mol/L]
maximale Konzentration [mol/L]
Konzentration Testreaktor (Biostat Q)
Coenzym A

Kohlenstoffproduktionsrate &@®on_FPoduction_Rate) [mol/L - h]
Kontinuierlicher Rihrkesselreaktorof@tinous_Srred Tank Reactor)
kritische Verdiinnungsrateh
Wellenlangenabstand [nm]

Intervall der relativen Fluoreszenzintengjititits]
dichroitischer Langpassfilter
Desoxyribonucleinsaure
Ethanolproduktionswert

Volumenstrom des eintretenden Gases [L/h]
Flavinadenindinucleotid (oxidierte Form)
Flavinadenindinucleotid (reduzierte Form)
Fluoreszenzsensor

Flavinmononucleotid (oxidierte Form)
Flavinmononucleotid (reduzierte Form)
Vorwartsstreulicht @rward_Satter)

Information

Storfunktion

_hductive_oupled_pasma-gtical anission_pectroscopy

Wellenlange [nm]

101



Abklrzungsverzeichnis

MB Metabolischer Wert

I Wachstumskonstante

Mmax maximale Wachstumskonstante

Mset angestrebte Wachstumskonstante

NAD" Nicotinamidadenindinucleotid (oxidierte Form)

NADH Nicotinamidadenindinucleotid (reduzierte FQrm

OUR Sauerstoffaufnahmeratexy@en_Lptake Rate) [mol/l-h]

P Wahrscheinlichkeit

PA Penicillin-Amidase

PLS Partial least squares

r? BestimmtheitsmaR

RFI relative Fluoreszenzintensitét

RISP Realtime Integrating Software Platform

RMSEC Root mean square error of calibration

RNA Ribonucleinsaure

RQ respiratorischer Quotient

[S] Konzentration des limitierten Substrats

S Glucosekonzentration im Feed

SS Seitwartsstreulicht & Satter)

t Zeit [s], [h]

t; Totzeit des Zulaufs [s]

T hydrodynamische Verweilzeit [s]

Tc hydrodynamische Verweilzeit im Kultivierungsreak(Biostat C) [s]
10 hydrodynamische Verweilzeit im Testreaktor (Biosga{s]
Vges Gesamtarbeitsvolumen [L]

Vm Molvolumen des idealen Gases (22,41 L/mol)

Vg Arbeitsvolumen [L]

VRro Arbeitsvolumen bei Kultivierungsbeginn[L]

Y ws Ausbeute an Biotrockenmasse bezogen auf die &UcRien/ Ociucosd
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