¢

¢p . &
S P E SOLIDS PROCESS ENGINEERING &
B B PARTICLE TECHNOLOGY TUHH
C ¢  ©
. C’ -

SPE-Schriftenreihe

Herausgegeben von Prof. Dr.-Ing. habil. Stefan Heinrich

Stefan Schnegas

Numerische Untersuchungen
zu mechanischen Beanspruchungen von
Chinese-Hamster-Ovary Zellen in
Mikrokanélen

(v Cuvillier Verlag Goéttingen

Internationaler wissenschaftlicher Fachverlag



Numerische Untersuchungen
zu mechanischen Beanspruchungen von

Chinese-Hamster-Ovary Zellen in Mikrokanédlen

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Numerische Untersuchungen
zu mechanischen Beanspruchungen von

Chinese-Hamster-Ovary Zellen in Mikrokanédlen

Vom Promotionsausschuss der
Technischen Universitit Hamburg-Harburg
zur Erlangung des akademischen Grades
Doktor-Ingenieur (Dr.-Ing.)

genehmigte Dissertation

von
Dipl.-Ing. Stefan Schnegas

aus
Schleswig

2014

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Bibliografische Information der Deutschen Nationalbibliothek
Die Deutsche Nationalbibliothek verzeichnet diese Publikation in der
Deutschen Nationalbibliografie; detaillierte bibliografische Daten sind im Internet
iiber http://dnb.d-nb.de abrufbar.
1. Aufl. - Géttingen : Cuvillier, 2015
Zugl.: (TU) Hamburg-Harburg., Diss., 2014

Gutachter:
Prof. Dr.-Ing. Stefan Heinrich

Prof. Dr. rer. nat. An-Ping Zeng

Priifungsausschussvorsitzender:

Prof. Dr.-Ing. Michael Schliiter

Tag der miindlichen Priifung:

26.02.2015

© CUVILLIER VERLAG, Goéttingen 2015
Nonnenstieg 8, 37075 Gottingen
Telefon: 0551-54724-0
Telefax: 0551-54724-21

www.cuvillier.de

Alle Rechte vorbehalten. Ohne ausdriickliche Genehmigung des Verlages ist
es nicht gestattet, das Buch oder Teile daraus auf fotomechanischem Weg
(Fotokopie, Mikrokopie) zu vervielfaltigen.

1. Auflage, 2015

Gedruckt auf umweltfreundlichem, sdurefreiem Papier aus nachhaltiger Forstwirtschaft.

ISBN 978-3-95404-956-1
eISBN 978-3-7369-4956-0

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Danksagung

Diese Arbeit entstand im Rahmen meiner Téatigkeiten als wissenschaftlicher Mitarbeiter am
Institut fiir Feststoffverfahrenstechnik und Partikeltechnologie der Technischen Universitét

Hamburg-Harburg.

Fiir das interessante Thema, das mir entgegengebrachte Vertrauen, die fachliche Betreuung
und die Ermoéglichung dieser Arbeit mochte ich mich bei Prof. Dr.-Ing Stefan Heinrich und
Prof. Dr.-Ing. Sergiy Antonyuk herzlich bedanken. Das interessante Thema ist von einem
Arbeitspaket aus dem Projekt ,,SysCompart™ abgeleitet. Dem Projektleiter, Prof. Dr. rer. nat.
An-Ping Zeng, danke ich fiir die Idee und die Einbindung mehrerer Institute. Diesbeziiglich
danke ich speziell den Institutsleitern Prof. Dr.-Ing. Jorg Miiller, Prof. Dr. Dr. h.c. Frerich
Keil und Prof. Dr.-Ing. Arno Kwade (Technische Universitidt Braunschweig) fiir die freundli-

che Unterstiitzung.

Den bereits genannten Professoren Heinrich und Zeng danke ich zusitzlich fiir die Gutachter-

tatigkeit und Prof. Dr.-Ing. Michael Schliiter fiir den Vorsitz des Priifungsausschusses.

In Bezug auf das Projekt danke ich Dr.-Ing. Matthias Wurm, Negar Rajabi und Dr.-Ing Sven
Jakobtorweihen fiir die bereitgestellten Daten, mit deren Hilfe ich Untersuchungen durchfiih-
ren konnte sowie Dr. rer. nat. Janina Stephanie Bahnemann, Dr.-Ing. Ingo Kampen und
Achim Overbeck (Technische Universitidt Braunschweig) und Dr. rer. nat. Andreas Prediger

(Leibniz Universitdt Hannover) fiir die tatkraftige experimentelle Unterstiitzung.

Ein groBes Dankeschon geht an die Mitarbeiter des Instituts fiir Feststoffverfahrenstechnik
und Partikeltechnologie fiir die freundliche Unterstiitzung und die interessanten Gespréche.
Insbesondere mochte ich meinen Arbeitskollegen Dr.-Ing. Lennart Fries, Dr.-Ing. Maksym

Dosta und Manuel Heine fiir ihre gute Laune und das angenehme Biiroklima danken.

Abschliefend mochte ich gerne meiner Familie danken, die auch in schwierigen Zeiten immer

an mich geglaubt hat.
Hamburg, den 06.03.2015

Stefan Schnegas

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Abstract

This contribution is associated with the project “SysCompart”, which was part of the program
“Neue Methoden in der Systembiologie” of the German Federal Ministry of Education and
Research. Microfluidic systems for cell preparation to finally analyse the metabolism were in
major focus of this project. Chinese Hamster Ovary (CHO) cells that had been adapted to sus-

pension were chosen for investigations due to its importance for pharmaceutics.

In this work, the collisions of these cells onto sieve-like barriers inside micro channels of
those microfluidic systems were investigated numerically. The model parameters were adopt-
ed from experimental series that were carried out by the Institute of Bioprocess and
Biosystems Engineering (Wurm, 2011), which belongs to the Hamburg University of Tech-
nology. Besides, cell detachment from channel wall surfaces was also investigated numerical-
ly. The model parameters were based on experiments done by Zhang (Zhang, Jones, &
Haswell, 2008). The considered cells were modeled as rigid bodies, whereby the actual dy-
namic deformation behavior during compression or detachment wasn’t modeled. Regarding
the cell detachment progress, the dynamic was approximated by modeled quasi-stationary
deformation stages. The results obtained by the computational fluid dynamic simulations were
discussed considering the available literature. Using the flow forces out of the simulation re-
sults, friction coefficients for the detaching cells have been determined, which is assumed to
be the first case by the author of this work. Regarding the colliding cells, the uniaxial defor-
mation of the cell body along the impact direction had been estimated. Therefore, a modified
Hertz model that is used to calculate Young moduli of CHO cells was extended considering
the nonlinear cell deceleration and different uniaxial deformation depths. The basic idea was
to inter- and extrapolate the known sets of dependencies for static approaches to get an ex-
pression for a quasi-dynamic behavior. This expression has still to be validated, improved

with different sets of experimental series and adapted to limit cases.

Finally, a new approach for a mechanical model of a CHO cell with respect to the Discrete
Element Method is presented. The plasma and nuclear membrane, the cytoplasm and the nu-
cleus were considered for having significant influence on the cell mechanical stability. Nu-
merically stable computation and a more detailed visualization of the cell deformation and

cell burst were in main focus of this approach.

VII

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



Kurzfassung

Diese Arbeit ist in das Forschungsprogramm ,,Neue Methoden in der Systembiologie® des
Bundesministeriums filir Bildung und Forschung thematisch eingeordnet und fokussiert auf
mikrofluidische Systeme, speziell auf die mechanische Beanspruchung von suspensions-
adaptierten Chinese-Hamster-Ovary (CHO)-Zellen in Kanalsystemen. Im Rahmen dieser Ar-
beit wurden Kollisions- und Abldseereignisse dieser CHO-Zellen, die einen Mikrokanal
durchstromen und auf rdumliche Barrieren treffen oder sich von Kanalwéinden ablésen, nume-
risch untersucht und die Zellbeanspruchung durch Stromungsphinomene abgeschitzt. Die
Modellierungsparameter hierfiir wurden von experimentellen Versuchsreihen des Instituts fiir
Bioprozess- und Biosystemtechnik (Wurm, 2011) und aus der Literatur (Zhang, Jones, &
Haswell, 2008) tibernommen. Alle betrachteten Zellen wurden als starre Korper modelliert.
Das dynamische Deformationsverhalten dieser Zellen wurde fiir die Modellierung der Ablo-
sevorginge mit quasi-stationdren Deformationsphasen diskret nachgebildet. Mit den ermittel-
ten Stromungskriften zu den Abloseereignissen wurden erstmals auch allgemeine Reibungs-
koeffizienten bestimmt, welche fiir CHO-Zellen nach Einschitzung des Autors dieser Arbeit
bisher unbekannt waren. AbschlieBend wurden die wesentlichen Ergebnisse auf Basis statio-
nédrer Stromungssimulationen mit Hilfe von weiteren Literaturdaten diskutiert. Fiir die Kolli-
sionsereignisse wurde zudem eine Schitzung der einaxialen dynamischen Kompressionsstre-
cke in Hauptbelastungsrichtung durchgefiihrt. Neben Modellen aus der zweiphasigen Stro-
mungstheorie wurde ein modifiziertes Hertz-Modell aus der Literatur erweitert, welches be-
reits zur Bestimmung von Elastizitdtsmodulen von CHO-Zellen angewandt wurde. In dieses
Hertz-Modell wurden aus der Literatur partiell bekannte Abhdngigkeiten des Elastizitdtsmo-
duls von der Belastungsgeschwindigkeit und der Kompressionsstrecke/Eindriicktiefe intrapo-
liert, extrapoliert und integriert, um eine Adaption an einen StoBBvorgang zu ermdglichen. Ei-
ne Validierung der erlangten Ergebnisse und der Modell-Adaption fehlt und bleibt durchzu-
fiihren. SchlieBlich werden Ansétze zur geometrischen und mechanischen Modellierung einer
suspensions-adaptierten CHO-Zelle préisentiert, welche sich an die Diskrete-Elemente-
Methode anlehnen. Bei der Modellierung wurden die Plasmamembran, das Zytoplasma und
der Zellkern mit der Kernmembran als mechanisch-relevante Bestandteile beriicksichtigt. Die
Ziele dieses Modells sind numerisch-stabile Simulationen und bildlich-detailliertere Darstel-

lungen des Deformations- und Berstverhaltens dieser CHO-Zelle.
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1 Einleitung

Diese Arbeit entstand im Rahmen des Projektes SysCompart ,,Neue Technologien und Me-
thoden fiir die Analyse und dynamische Modellierung des kompartimentierten Metabolismus
in eukaryotischen Zellen*. Das SysCompart-Projekt war Teil des Programms SysTec ,,Neue
Methoden in der Systembiologie® und wurde vom deutschen Bundesministerium fiir Bildung
und Forschung unter dem Forderkennzeichen 0315555A-D finanziert. Als Kooperationspro-
jekt wurden die Arbeiten zwischen verschiedenen Forschungseinrichtungen aufgeteilt. Seitens
der Technischen Universitdit Hamburg-Harburg (TUHH) waren die Institute der Bioprozess-
und Biosystemtechnik, Mikrosystemtechnik, Feststoffverfahrenstechnik und Partikel-
technologie, Technische Biokatalyse und Chemische Reaktionstechnik beteiligt. Die Univer-
sitdt des Saarlandes war mit dem Institut fiir Technische Biochemie und die Universitdt Han-
nover mit dem Institut fiir Technische Chemie vertreten. Zudem war die Max-Planck-
Gesellschaft mit dem Institut fiir Biophysikalische Chemie aus Gottingen priasent. Im Fokus
des SysCompart-Projekts stand die Entwicklung eines Chip-Labors (engl. Lab-on-a-chip de-
vice) mit dem Ziel, eine moglichst zeitnahe Analyse spezieller Metabolismus-Sequenzen
(Glykolyse und Zitratzyklus) in eukaryotischen Zellkompartimenten (Zytosol und Mitochond-
rien) nach dem Zellaufschluss durchfiihren zu konnen. Wichtige Parameter waren eine Mini-
mierung der Zeitspanne zwischen Zellaufschluss und Metabolitenanalyse sowie der Erhalt der
Kompartimente fiir diese Analysen. Die eigentlichen in vivo-Prozesse sollten hiermit mog-

lichst wenig durch den Umstand des Zellaufschlusses beeintrachtigt werden.

Im entwickelten Chip-Labor (siehe Abbildung 1) wurden Zwischenschritte realisiert, die der
entsprechenden Aufbereitung der aus dem Bioreaktor abgefiihrten Zellsuspension dienten.
Die Zellsuspension durchquert dabei die Stationen Mischen, Quenchen, Zellaufschluss und
Triimmerabtrennung, welche auch in (Wurm, 2011) beschrieben sind. Das Chip-Labor kann
als ein mikrofluidisches System bezeichnet werden. Fiir die experimentellen Versuche wurde
die Zelllinie CHO-K1 gewihlt (CHO: Chinese Hamster Ovary), welche neben der Grundla-
genforschung auch fiir die Pharmaindustrie von Bedeutung ist. Es lassen sich bekanntlich An-
tikorper zur Behandlung von zum Beispiel rheumatischen Erkrankungen, Brusttumoren oder
chronischer Lymphozyten-Leukdmie mit ihr herstellen (Ziindorf, 2010). Aufgrund besserer
Transporteigenschaften wurde die suspensions-adaptierte Variante dieser Zelllinie verwendet.

Fiir die Kultivierung kam das Kulturmedium TC42 der Firma TeutoCell, dem noch Glutamin
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1 Einleitung

zugesetzt war, zur Anwendung. Ausgehend vom Bioreaktor wird die Zellsuspension iiber das

Chip-Labor in Richtung der Analytik gepumpt (Abbildung 1).

Bioreaktor

"schnelles Probenahmesystem"

Chip-Labor |+ Analytik

Zellsuspension

Zitratzyklus

MischenH Quenchen H Zellaufschluss H Triimmerabtrennung

Abbildung 1: Schematische Darstellung der Anlage im Labormafistab. Die Glykolyse und der Zitratzyklus aus Zell-
kompartimenten sind das Ziel der analytischen Untersuchung.

Dabei durchquert die Zellsuspension ein Kanalsystem mit verschiedenen Durchstrémungs-
querschnitten. Wahrenddessen ist jede CHO-K1 Zelle mechanischen Belastungen ausgesetzt,
die durch Druck- und Scherkrifte seitens des Tragermediums und am Zwischenschritt ,,Zell-
aufschluss® entstehen. Ferner wirken thermische Belastungen im Bereich des Zwischenschrit-
tes ,,Quenchen® durch die rasche Abkiihlung von 36 °C auf 0 °C. Fiir den Zwischenschritt
Zellaufschluss wurde unter anderen eine mechanische Methode experimentell untersucht
(Wurm, 2011), welcher das grofite Potential gegeniiber anderen Verfahrens zur Probenverar-
beitung in einem Chip-Labor eingerdumt wird (Wurm et al., 2010). Zur Realisierung der me-
chanischen Aufschlussmethode wurden siebartige Barrieren in einen Mikrokanal integriert,
auf die die transportierten biologischen Zellen treffen. Der Metabolismus wird allein hiermit

nicht durch etwa zugesetzte Molekiile oder Warme nachteilig beeinflusst.
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2 Zielsetzung

Diese Arbeit setzt sich zum Ziel, die mechanischen Belastungen auf die CHO-Zellen in Mik-
rokandlen in zwei signifikanten Situationen, die im Folgenden kurz beschrieben werden, nu-

merisch und theoretisch zu untersuchen.

Zellaufschluss: Treffen von CHO-Zellen, die als Zellsuspension durch einen Mikroka-
nal stromen, auf rdumliche Barrieren innerhalb eines Mikrokanals (Abbildung 2). Die
Untersuchungen in dieser Arbeit orientieren sich dabei an den experimentellen Versu-
chen von Wurm (Wurm, 2011), bei denen Mantelfliissigkeit zur Fokussierung der

Zellsuspension auf die Mitte des Mikrokanals verwendet wurde.

Abfluss der
Zelltrimmer
&
hKanal ;:QL__/ /f‘
) . Mantelflussigkeit
Zufluss der Zellsuspension g

(CHO-Zellen in TC42)

Abbildung 2: Mechanischer Aufschluss von CHO-Zellen einer Zellsuspension an einer Barriere in einem
mikrofluidischen System.

Die durchléssige, siebartige Barriere fiillt den Durchstromungsquerschnitt des Mikro-
kanals vollstandig aus und besitzt damit die gleiche Hohe (hpariere = hkana = 50 pm)
und Breite (bparriere = branat = 1750 pm) wie der Mikrokanal selbst. Wéahrend der expe-
rimentellen Versuche von Wurm (Wurm, 2011) wurden zwei Varianten dieser Barrie-
re getestet. Die Barriere bestand diesbeziiglich entweder aus quader- oder diisenférmi-

gen Elementen, die ldngsseitig in Flussrichtung ausgerichtet wurden.
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2 Zielsetzung

Zellablosung: Ablosung haftender, suspensions-adaptierter CHO-Zellen von Kanal-
winden (Abbildung 3). Die Untersuchungen in dieser Arbeit orientieren sich an expe-
rimentellen Versuchen von Zhang et al. (2008), die suspensions-adaptierte CHO-

Zellen fiir ihre Experimente verwendeten.

= ° | o Zellsuspension _
Mikrokanal B BT,
___________________ " U
S |
Bedi 9 o |
edingungen?, eén |
E I
=§ I
7 |

________________________ ]

Abbildung 3: Illustration des Ablosevorganges einer modellierten, deformierten CHO-Zelle von einem Ka-
nalboden (Schnegas et al., 2013).

Im Fokus stehen die extrazelluldren, stromungsmechanischen Bedingungen nahe oder
an der Plasmamembran, welche zum Abldsen einer haftenden, suspensions-adaptierten
CHO-Zelle fiihren. Die gewonnenen Erkenntnisse wurden bereits in Schnegas et al.
(2013) verdffentlicht und konnen fiir den oben beschriebenen Zellaufschluss niitzlich
sein, da die CHO-Zellen beim Treffen auf die Elemente der Barriere (Abbildung 2)

diese signifikant beriihren und somit auch Haftkréften ausgesetzt sind.

Zu den vorgestellten Situationen stehen im Wesentlichen die dueren Belastungen der CHO-
Zelloberflachen im Fokus. Das Antwortverhalten dieser Zellen wird durch Literaturdaten und

grob-vereinfachte Deformationsmodelle abgeschitzt.

Weiterhin werden erste Ansitze einer DEM-Modellierung fiir die geometrischen und mecha-
nischen Eigenschaften einer suspensions-adaptierten CHO-Zelle gezeigt, die fiir eine umfas-
sende Modellierung genutzt werden konnen, um nach erfolgreicher Simulation das Deforma-

tions- und Berstverhalten dieser Zellen bildlich darzustellen und zu untersuchen.
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

In dieser Arbeit spielen einphasige Fliissigkeitsstromungen (Kapitel 7 und 8) und zweiphasige
Systeme (Kapitel 9 und 10) in Bezug zur Mikrofluidik eine herausragende Rolle. Berechnete

GroBen und untersuchte Phanomene werden im Folgenden erklart.

3.1 Mikrofluidik

Die Mikrofluidik ist ein relativ neues Forschungsgebiet und zeichnet sich durch sehr geringe
zu behandelnde Eduktmengen von 10™ bis 10~ pl, Kanalbreiten zwischen 10 pm und 100 pm,
laminare Stroémungen, hohe Auflésung beim Nachweis von Vorgéngen innerhalb des Systems
und hohe Empfindlichkeit der Nachweismethode, geringe Analysezeiten und relativ geringe
Gesamtkosten (Whitesides, 2006) aus. Bei Anwendungen fiir Zellsuspensionen spielt die
Kontrolle der mechanischen und chemischen Parameter, die Moglichkeit zur Gradienten-
Bildung als treibendes Gefille, die Behandlung der Substratoberflichen mit zum Beispiel
Fotolithografie oder Mikrokontakt-Printing, das gezielte Steuern von Fliissen, eine gezielte
Temperaturkontrolle liber das Stromungsprofil, die Integrationsmdglichkeit eines elektrischen
Feldes und die direkte chemische, mechanische oder elektrische Beeinflussbarkeit von Zellen

eine wesentliche Rolle (Velve-Casquillas et al., 2010).

Fiir die Beschreibung der Stromungszustinde in mikrofluidischen Systemen ist die Methode
der Kontinuumsmechanik bis zu Kanalbreiten von minimal 1um und fiir Fliissigkeiten noch
uneingeschrinkt nutzbar, da der mittlere Molekiilabstand bei Fliissigkeiten ca. 0,3 nm betragt
(Ehrhard & Meisel, 2002). Bei Abstinden in der Grofenordnung von Molekiilen wiirde die
Molekulardynamik mit dem Lennard-Jones Potential zur Anwendung kommen. Im Vergleich
zur Makroskala spielen Grenzflichenphdnomene, wie Spannungen und die Viskositdt, eine
groBere Rolle. Die Volumen-bezogenen Phianomene, wie Gravitation oder Tragheit, verlieren
dabei an Bedeutung (Bruus, 2008). Fiir Scherraten gilt im Allgemeinen y < 10° s (Ehrhard &
Meisel, 2002). Das Kriterium fiir den Umschlag von laminarer zur turbulenter Stromung, in
erster Linie die Reynoldszahl Re mit Re = 2300 fiir hydraulisch glatte Rohre, gerit bei mikro-
fluidischen Systemen ins Wanken. Es wurden angeblich schon Umschlagspunkte bei Re =
200...700 beobachtet, was mit einer hoheren relativen Wandrauhigkeit im Vergleich zu Mak-
rokandlen erkldrt wurde (Dittmeyer et al., 2003). Fiir rechteckige Kanile wurde bereits eine

Geometriefunktion vorgeschlagen, mit deren Hilfe die Reynoldszahl in Bezug auf den Zu-
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

sammenhang mit der Kanalreibungszahl {iber einen Faktor modifiziert werden kann (Jones jr.,

1976).

In anderen Publikationen wird auf mogliche Abweichungen vom Hagen-Poiseuille-Gesetz
hingewiesen, die jedoch in Bezug auf den Trend (f'Re < 64 oder f:Re > 64) nicht einheitlich
bestitigt werden konnten. Eine Ubersicht dazu ist in Judy et al. (Judy et al., 2002) zusammen-
gestellt. Es wird vermutet, dass experimentelle Unsicherheiten zu den verschiedenen Abwei-
chungen gefiihrt haben (Kohl et al., 2005). Als Fazit einer aktuelleren Untersuchung wird die
Giiltigkeit des Hagen-Poiseuille-Gesetzes bei laminarer Stromung in rechteckigen Mikrokani-
len bestitigt (Wibel, 2008). Es wird auch die Frage gestellt, ob an der Grenzfliche zwischen
Fliissigkeit und Kanalwand tatsdchlich kein Gleiten stattfindet (Park, 2010). Bei druckgetrie-
benen Stromungen soll das Gleitphdnomen vernachldssigbar sein, jedoch bei elektroosmoti-

schen Fliissen oder hydrophoben Kanalmaterial signifikant werden.

Die Einlaufldnge spielt eine wesentliche Rolle in Bezug auf eine Modellierung der Kanal-
stromung. Um abzuschitzen, ob die Annahme eines voll-ausgebildeten Geschwindigkeitspro-
fils in Kanilen mit quaderformiger Querschnittsfliche gerechtfertigt ist, kann mit Gl. (1) eine
entsprechende Berechnung (Durst et al., 2005) durchgefiihrt werden. Die Einlaufldnge (lnyar)
hiangt dabei vom hydraulischen Durchmesser (Wibel, 2008) des Kanals (d) nach Gl. (2) und
der Reynolds-Zahl (Repydr) nach Gl. (3) ab.

1

Lo =d, 0,631 +(0,0442Re, . ) 6 0
d _ b Oganar ,

=
hKanal + bKanal ( )

_vedipg
Rehydr - (3)
N¢

Die Reynolds-Zahl ist neben d auch von der Fliissigkeitsdichte py, der dynamischen Viskosi-

tdt ne und der mittleren Stromungsgeschwindigkeit v¢ abhédngig.

3.2 Einphasiges System: Laminares Stromungsprofil von fliissigen
Stromungen

Die Beschreibung des Geschwindigkeitsfeldes einer Stromung basiert auf der Losung eines

partiellen Differentialgleichungssystems. Abgesehen von Idealfillen, wie z.B. den Stro-
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

mungsformen nach Hagen-Poiseuille oder Couette, muss das Gleichungssystem meist nume-
risch geldst werden. Die hierfiir wesentlichen Gleichungen der Massenbilanz nach Gl. (4) und
der Impulsbilanz nach GI. (5) wurden zur Darstellung aus Paschedag (Paschedag, 2004) ent-

nommen. Die fettgedruckten GroBen bezeichnen dreidimensionale Vektoren und Tensoren.

op;

EZ—V(Pfo) (4)
op,V,
%+V(pfvaf)=—vf —Vp; +p,8 (5)
T 2
‘t':n[VVf +(Vv,) ]+(k—§nsj(VVf)I 6)

Im Rahmen dieser Arbeit werden die fliissigen Phasen als inkompressible, Newtonsche Fliis-
sigkeiten bei isothermen Bedingungen simuliert. Daher kann pr als konstant und ny als kon-
stant und zudem als unabhingig vom Schergefille behandelt werden. Der Tensor T wird nach
dem Newtonschen Schubspannungsgesetz entsprechend Gl. (6) berechnet. In diesem stellen 2,
ns und I Zihigkeitskoeffizienten sowie den Einheitstensor dar. Durch die Inkompressibilitit

Vv, =0 verschwindet jedoch der Term mit letztgenannten GroBen aus Gl. (6) (Landau &

Lifschitz, 1991). Die Kontinuitétsgleichung und die Impulsbilanz vereinfachen sich zu Gln.
(7) und (8) (Paschedag, 2004). Letztere Bilanz wird auch die Navier-Stokes-Gleichung ge-

nannt.
\Y% v ¢ = 0 (7)

ov
Pr ?f:_PfoVVf +1, Vv, = Vp, +p,g (8)

Der verwendete Algorithmus fiir die numerischen Berechnungen des Geschwindigkeitspro-
fils, welche im Rahmen dieser Arbeit mit ANSYS Fluent (Version 12.0.16) durchgefiihrt wur-
den, ist im Theorie-Leitfaden (ANSYS, 2009) dargestellt. Eine analytische Losung fiir ein
vollausgebildetes laminares Geschwindigkeitsprofil in umwandeten Kandlen mit rechtecki-
gem Durchstromungsquerschnitt ist in Gl. (9) dargestellt. Diese Gleichung wurde mit Hilfe
der aus White (White, 1991) entnommen Gleichungen fiir das Geschwindigkeitsprofil und
den Volumenstrom hergeleitet. Die GroBe nf in beiden Formeln konnte dabei weggekiirzt
werden. Die Variablen sind definiert als a = bgama/2 und b = hgana/2. Die Berechnungsvor-
schriften fiir die Funktionen fi(x,y,a,b) und f»(a,b) sind in den Gln. (10) und (11) gegeben. Fiir

die Endwerte der Summen miissen natlirliche Zahlen anstatt o gewéhlt werden.
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

12V f,(a,b,x,y)

““abn®  f,(a,b) )
B ] cosh(lzaj (I;IX)
il a
fiabxy)= 3 ()2 [1-—— S (10)
i=1,3,5,... COSh(j 1
2a

2
— 11

Bei quaderformigen Kanédlen mit bganai >> hkana 1dsst sich eine vereinfachte und analytisch
berechenbare Beziehung fiir ein vollausgebildetes 2D-Geschwindigkeitsprofil finden, die ei-
gentlich eine stationdre und laminare Stromung zwischen zwei unendlich groflen und unbe-
weglichen Platten beschreibt. Die Vernachlissigung der Anderung der Strémungsgeschwin-
digkeit in lateraler Richtung (entlang bgang — x-Koordinate) fiihrt hier auch zu dp/dx = 0
Pa/m. Mit dem Wegfall von /0t und 0/0x vereinfacht sich die Navier-Stokes-Gleichung zu
Gl. (12) (Landau & Lifschitz, 1991). Der rechte Term impliziert dp/dy = 0 Pa/m, womit der
hydrostatische Druck vernachléssigt wird.
Vo= Py, (12)
Die Ableitung dp/dz ist unabhdngig von der axialen Koordinate z (Judy et al., 2002). Auf-
grund der Annahme stationdrer Stromungsbedingungen kann diese Ableitung zudem als
Ap/Az beschrieben werden. Durch die Integration von v¢in Gl. (12) tiber y und anschlieBender
Multiplikation mit bgana ergibt sich der Volumenstrom V. Durch das Gleichsetzen beider
Gleichungen nach Ap/Az resultiert Gl. (13) (Simson, 1998).
Vi =—$y(y—hm) (13)

Um Stromungssituationen miteinander vergleichen zu konnen wird die Reynolds-Zahl ver-
wendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Kennzahl fiir die Durchstromung von Kanélen
nach Gl. (14) und die Umstromung eines kugelformigen Objektes berechnet. Letztere wird
nach Gl. (15) berechnet und enthélt den Durchmesser einer kugelférmigen CHO-Zelle (dcpo).
Bei den Umstromungssituationen muss aufgrund von ortlichen Wandkontakten bedacht wer-

den, dass das jeweilig umstromte Objekt nicht vollstindig umstromt wird. Damit kénnen die
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

berechneten Re,-Werte nicht direkt mit der Umstromungssituation an vollstdndig umstromten,

kugelférmigen Objekten verglichen werden.

V..d
Re=—f’]\:] L (14)
f
Ve adopop
Rep: ReCHO: f’AnCHO : (15)
f

3.3 Zweiphasiges System: Krafte auf die disperse Phase

Ist die Relativgeschwindigkeit von der dispersen Phase zur kontinuierlichen Phase von Null
verschieden, so wirkt eine Widerstandskraft auf die Korper der dispersen Phase, die nach GI.

(16) berechnet werden kann (Paschedag, 2004):

Pr Mcyg

Pcuo dCHO

3
Fy :ZCW(RGCHO) |Vf _VCHO|(Vf _VCHO)' (16)

Diese Gleichung enthidlt einen Widerstandsbeiwert (cw(Recno)), die durchschnittliche Mas-
sendichte (pcro) und Masse (mcpo) einer CHO-Zelle. Fiir die Berechnung von cy(Recno) in
den Kapiteln 8 und 9 wurden die Anndherungsgleichungen nach Stokes bei Re, < 0,25 und
nach Kiirten et al. (Kiirten, Raasch, & Rumpf, 1966) mit dem Giiltigkeitsbereich 0,1 < Re, <
4000 fiir Re, > 0,25 angewandt. Beide Anndherungsgleichungen wurden aus Stief3 (Stief3,

2009) entnommen.

Ferner wirken Schergradienten durch das Stromungsprofil auf diese Korper, wodurch Dreh-
momente erzeugt werden. Neben der Translation entsteht auch eine Rotation dieser Korper,
aus welcher eine angreifende Kraft im Schwerpunkt der CHO-Zelle in Richtung des niederen
statischen Druckes resultiert (Paschedag, 2004):

_6,46d¢4,0

Saffman — 4 |Vf - VCHO| PeMe¢

oV

Ox

F )

Diese Saffmankraft Fsafman Wird ebenfalls dynamische Auftriebskraft genannt und kann in
Abhingigkeit eines dynamischen Auftriebsbeiwertes dargestellt werden (Laurien & Oertel jr.,
2009). Jedoch wirkt die Widerstandskraft durch das umgebene Medium der Kraft Fsugsman ent-

gegen. Um festzustellen, ob die Kraft Fs,eman die Korperbewegung innerhalb des Kanalsys-
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

tems signifikant beeinflusst, wurde von Sommerfeld (Sommerfeld, 1996) eine Gleichung zur

Abschitzung des Grenzdurchmessers dcpo g aufgestellt:

-0,5 ~0,5

s [0
Ao zo,sss[i—fj -
f

(18)

Gl. (18) ist giiltig fiir kleine Recpo, wie auch die Gleichung fiir Fsuffman (Gl. (17)). Zudem
wurde angenommen, dass der Quotient der Relativgeschwindigkeiten in axialer zu radialer
Richtung den Wert 10 ergibt. Eine Abschétzung zur Signifikanz dieser Kraft ist in Kapitel 9

zu finden.

Neben den bereits genannten Kriften konnen weitere relevante Krifte aufgrund unterschiedli-
cher Massendichten (F,,) nach Gl. (19), relativer Beschleunigung (Fym) nach Gl. (20), verzo-
gerter Ausbildung der Grenzschicht bei relativer Beschleunigung (Fg) nach Gln. (21) - (22)
und Eigenrotation des Korpers (in einer Schergradienten-freien Fliissigkeit: Fuiagnus) auf den

Korper wirken (Paschedag, 2004). Die folgenden Gln. (19) - (22) beziehen sich auf kugelfor-

mige Korper:
7Td3CH0 Ps

Fy =Peno 1- g (19)

6 P cro

nd; oV ov, OV ov
Fow=ComPs gHO ( ﬁtf TV fo aCtHO ~ Vcno ac;oj’ (20)
(6Vf %_ OV cio _ 8VCHO]
Fo—o [P md i . j ot " oox ot o5 d (21)
N e =g ’
a T
3,12
Cp =2,88+ - .

(22)

Die Krifte Fym, Fgund Fyagnus sind ebenfalls bekannt als die virtuelle Massenkraft, die Zahig-
keitskraft (Basset-Term) und die Magnus-Kraft (Paschedag, 2004). Die Kraft F,, bewirkt
eine zusitzliche Triagheit des Partikels, da Fluidteilchen fiir die Umstrémung des beschleunig-
ten Partikels zusétzlich beschleunigt werden miissen. Fiir kugelformige Partikel existiert hier-
fir my = 7£le3 pe/12 (Spurk & Aksel, 2006; White, 2011) als Ausdruck fiir die zusatzliche vir-
tuelle Masse (my) des Partikels.
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

Zu ellipsoid-formigen Korpern in einer fliissigen Stromung wurden Formeln fiir den Wider-
standskoeffizienten in Abhéngigkeit von Formfaktoren, wie Lingenverhéltnissen (Loth, 2008;
Richter & Nikrityuk, 2012) und des Anstromwinkels (Zastawny et al., 2012) entwickelt und
untersucht. Bei der Rotation ellipsoid-formiger Korper spielen das Sturzmoment und der Wi-
derstand wihrend der Rotation eine entscheidende Rolle. Ein entsprechendes Berechnungs-
modell ist in Zastawny et al. (2012) vorgeschlagen. Bei regelméBig geformten Korpern, wie
Kegel oder Scheiben, hat sich ein Oberflichenverhiltnis fiir den Formfaktor als geeignet er-
wiesen (Loth, 2008). Bei nicht regelméBig geformten Krpern mit Rauigkeiten war ein detail-

lierteres Flichenverhéiltnis geeignet.

3.4 Zweiphasiges System: Gleichgewichtspositionen

Bei der Stromung von fast auftriebsfreien Partikeln durch einen geraden Mikrokanal mit
rechteckformigen Querschnitt bei 100 < Re < 1000 bewegten sich diese Partikeln hin zu
Gleichgewichtspositionen nahe einer Ecke oder mittig nahe einer Kanalwandfliche (Chun &
Ladd, 2006). Je groBer Re, desto ndher befand sich diese Gleichgewichtsposition an der Ka-
nalwand. Dagegen werden die Gleichgewichtspositionen in geraden Kandlen mit quadratisch-
oder rechteckférmigen Querschnitt nur mittig und nahe den Kanalwandfldachen bei Hansson et
al. (2011) dargestellt. In beiden Publikationen und in Di Carlo (2009) wird die Gleichge-
wichtsposition mit dem Gleichgewicht zwischen zwei Auftriebskriften, senkrecht zur Haupt-
stromung, erkldrt. Eine Kraft resultiert aus dem Schergefille des laminaren Stromungsprofils

und wirkt in Richtung der Kanalwand. Die andere Kraft wirkt der Erstgenannten entgegen.

Bei der Stromung von ebenfalls fast auftriebsfreien Polystyrol-Partikeln durch einen quadrati-
schen Stromungskanal bei Re = 80 wurde festgestellt, dass sich diese Partikel in einer Gleich-
gewichtsposition im Durchstromungsquerschnitt bewegen (Di Carlo et al., 2009). Je kleiner
das Verhéltnis zwischen dem Partikeldurchmesser und der Kantenldnge des Kanalquer-
schnitts, desto niher befand sich die Gleichgewichtsposition an der Kanalwand. Diese Parti-
kel besallen dabei die gleiche Massendichte und gleiche Durchmesser wie CHO-Zellen (vgl.
Kapitel 5.6.).

Ein Einfluss der visko-elastischen Eigenschaften der dispersen Phase auf die Gleichgewichts-
positionen wurde, am Beispiel von elastischen Partikeln und Oltropfen, von Hur et al. (2011)

festgestellt.
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

In Gl. (23) ist ein Ansatz zur Charakterisierung der Stromung in geraden Kanélen fiir die Mig-
ration von Partikeln in Richtung von Gleichgewichtspositionen aus Di Carlo (2009) vorge-
stellt.

V zz_ﬂ:T’lfbl(anal]‘/l3

Kanal f
L

(23)
' 3 pflKanaldlza

Dabei geht es um die Migration der Partikel in Richtung der Kanalhohe hk,n,. Bei einer Mig-
ration in Richtung der Kanalbreite bgan, miissten beide Variablen in Gl. (23) ausgetauscht
werden. Zudem ist die Kanalldnge mit Ig,n, dargestellt. Der dimensionslose Auftriebskoeffi-

zient fi, (D1 Carlo et al., 2009) variiert zwischen 0,02 und 0,05 bei 0,5 < hgana/ branal < 2.

3.5 Energiedissipation

Wenn ein Fluid stromt, so wird ein Teil der Stromungsenergie durch z.B. Fluidreibung, Wir-
belbildung oder viskose Erwidrmung umgewandelt (Kockmann, 2008). Diese Energiedissipa-
tion spielt bei transportierten Zellsuspensionen eine Rolle in Bezug auf die mechanische Be-
anspruchung der Zellen in der Stromung. In entsprechenden Verdffentlichungen, am Beispiel
von Erythrozyten (Bluestein & Mockros, 1969) oder CHO-Zellen (Ma et al., 2002; Mollet et
al., 2007), wurde ein Zusammenhang zwischen Zellzerstorung und dieser Energiedissipation
pro Zeit und Raum, hier mit € abgekiirzt, festgestellt. Bei Dehnstromungen, welche zum Bei-
spiel in Wirbeln auftreten, wird vermutet, dass die wirkenden Normalkréfte eher zur Zellzer-
storung fithren (Gregoriades et al., 2000). In dieser Arbeit wird die Dehnstromung vernach-
lassigt. Die nun folgende Berechnungsvorschrift fiir € wurde aus (Gregoriades et al., 2000)

entnommen und ist in GI. (24) dargestellt.

8=nf(va +Vv?):va (24)
Hierbei stellt Vve ein Tensor dar, welcher Geschwindigkeitsableitungen fiir den dreidimensio-

nalen Raum enthédlt. Das T im Exponenten bezeichnet die transponierte Matrix.
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4 Theoretische Grundlagen der Diskrete-Elemente-
Methode

Fir Ansdtze zur geometrischen und mechanischen Modellierung einer suspensions-
adaptierten CHO-Zelle in Kapitel 11 wurde die Diskrete-Elemente-Methode (DEM) verwen-
det.

Wesentliche Vorteile dieser netzfreien Simulationsmethode sind stabile numerische Berech-
nungen und eine bessere Eignung bei dynamischen Grenzflaichenphédnomen, beweglichen
Grenzflachen und starken Deformationen im Vergleich zur Finiten-Elemente-Methode (Liu &
Liu, 2003). Ansonsten wird die DEM hauptsichlich im Bereich der Partikeltechnologie fiir
die Modellierung von Flie3- und Kompressionsverhalten sowie bei Misch-, Transport-, Wir-
belschicht- und Wirmeaustauschprozessen angewandt (Antonyuk, 2006). Die Diskreten Ele-
mente (DE) werden dabei als Partikeln mit mechanischen Eigenschaften modelliert und die-
sen beispielsweise eine GroBe, eine Massendichte, ein Schermodul und ein Poisson-
Verhiltnis zugeordnet. Fiir die Beschreibung von Wechselwirkungen mit anderen DE oder
Winden, im Sinne von Prall und Reibung, werden Kontaktmodelle verwendet. Fiir diese Mo-
delle sind dann Restitutions- und Reibungskoeffizienten erforderlich. Bei der DEM werden
die Geschwindigkeitsvektoren fiir die Translation vpg und die Rotation @pg eines DE mit Hil-

fe der Gln. (25) und (26) als Ergebnisgroflen bestimmt:

dv 1
Mpe dIt)E :ZFDE,i ) (25)
i=l
do m
JDE dDE = ZMDE,k . (26)
t k=1

Die GroBen mpg und Jpg bezeichnen dabei die Masse und das Tragheitsmoment des DEes.
Die Vektoren Fpg; und Mpgx bezeichnen die Kréifte und Momente, denen ein DE zeitgleich
ausgesetzt ist. Dies konnen zum Beispiel Gravitations-, Kontakt-, Strémungswiderstands-
oder elektrostatische Krifte sein. Die Momente entstehen dabei durch Scherkrifte oder rei-
bungsbehaftete, schiefe StoBe. Einen Uberblick zu verschiedenen Kontaktmodellen und ent-
sprechenden Parametern haben zum Beispiel Antonyuk (Antonyuk, 2006) oder Fries (Fries,
2012) gegeben.
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4 Theoretische Grundlagen der Diskrete-Elemente-Methode

Im Kapitel 11 wird eine Anwendbarkeitserweiterung der DEM gezeigt, wobei die Rotation

einzelner Elemente (GI. (26)) zur Vereinfachung der Modelle nicht beriicksichtigt wurde.

4.1 Restitutionskoeffizient

In Kapitel 10 werden die Kompressionsphasen von CHO-Zellen bei ihrem Treffen auf eine
Barriere und auf flache Oberflichen behandelt. Daher wird hier kurz auf die iibergeordnete

mechanische Grofle, den Restitutionskoeffizienten, eingegangen.

Bei einer Partikel-Wand-Kollision kann der StoBvorgang elastisch, elastisch-plastisch oder
plastisch erfolgen (Antonyuk, 2006). Zeitgleich mit dieser Druckbeanspruchung ist eine zeit-
abhingige Kraft auf diese Wand messbar. Zur Erlauterung eines elastisch-plastischen Stof3-
vorganges wurde ein schematischer Verlauf aus Antonyuk (Antonyuk, 2006) adaptiert und in

Abbildung 4 dargestellt:

\ Impulsverlust

F [N]

t te A t [s] i

Abbildung 4: Adaptierte Kraft-Zeit-Kurve eines Prallvorganges (Antonyuk, 2006).

Beim Zeitpunkt 7 trifft das Partikel auf die Wand. Im zeitlichen Anschluss beginnt die Komp-
ressionsphase. Mit dem Kraftanstieg bei einem normalen Stof3 vergroBern sich auch die Kon-
taktdeformation — also die Verformung des Partikels am Kontaktort — und die einaxiale
Kompressionsstrecke in StoBrichtung. Die kinetische Energie des Partikels wird dabei in Ver-
formungsenergie und bei elastisch-plastischen und plastischen StoBen auch in Wiarmeenergie,
durch Reibung, umgewandelt. Im Zeitpunkt tx besitzen das Partikel und die Wand keine Rela-
tivgeschwindigkeit mehr. Zeitlich danach beginnt die Abldsephase, in der die kinetische
Energie des Partikels wieder zunimmt und die Verformung des Partikels abnimmt. Das zeitli-
che Ende der Abldsephase ist mit ta bezeichnet. Die Entformung des Partikels kann jedoch
zeitlich langsamer stattfinden als die Dauer der Ablosephase, was dann als viskoses Verhalten
bezeichnet wird. Der rot-schraffierte Bereich in Abbildung 4 zeigt den Anteil an irreversibel-

umgewandelter kinetischer Energie in Wérme- und Verformungsenergie. Bei elastischen,
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4 Theoretische Grundlagen der Diskrete-Elemente-Methode

normalen StoBvorgingen wire die Kraft-Weg-Kurve symmetrisch zu t = tg. Bei plastischen,
normalen StoBvorgingen ist t4 nicht existent, wenn die Richtungsvektoren der Gravitations-
kraft und der Aufprallgeschwindigkeit linear abhéngig sind. Neben normalen Stovorgéngen
gibt es dennoch solche Vorgidnge mit tangentialen Richtungskomponenten, die in dieser Ar-

beit unberiicksichtigt bleiben.

Die Stof3zahl e, auch bekannt als Restitutionskoeffizient, kann als Verhéltnis der Relativge-
schwindigkeiten vor und nach dem Stof3 oder mittels Gl. (27), entnommen aus (Antonyuk,

2006), bestimmt werden.

6= 27)

Bei einem elastischen Stof3 ist e = 1, bei einem elastisch-plastischen Stof3 ist 0 < e < 1 und bei

einem plastischen Stof3 ist e = 0.

4.2 Reibungskoeffizienten bei Partikel-Wand-Kontakt

In diesem Kapitel wird die Berechnung von Reibungskoeffizienten erldutert, die in Kapitel
8.2.4 fiir den Kontakt zwischen suspensions-adaptierten CHO-Zellen und einer Kanalwand

ermittelt werden.

Bei Partikel-Wand-Kontakt und einer Kraftwirkung auf das Partikel parallel zur Wandober-
fliche konnen Haft-, Gleit- und die Rollreibung vorkommen (vgl. Abbildung 5). Um eine
ruhende Kugel mit Wandkontakt in Bewegung zu bringen, muss zuerst eine kritische Haftrei-
bungskraft (Fr i) in Bewegungsrichtung aufgebracht werden (Popov, 2009). Danach kann das
Partikel gleiten oder rollen, und dem Partikel wirkt zeitgleich eine Gleitwiderstands- (Frg)
oder Rollwiderstandskraft (Frr) entgegen. Die jeweiligen Widerstandskrifte sind proportio-
nal zur Anpresskraft, die in Normalenrichtung zwischen Partikel und Wand und senkrecht zur
Widerstandskraft wirkt. Bei den Gleitreibungskréften gibt es keine wesentliche Abhéngigkeit
zur Kontaktfliche oder Oberflachenrauhigkeit (Popov, 2009).
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4 Theoretische Grundlagen der Diskrete-Elemente-Methode

a) b) c)
Partikel

Fra V=V Frr V> vy, ® > 0 rad/s

Abbildung 5: Haft- (a), Gleit- (b) und Rollreibung (c) bei Partikel-Wand-Kontakt.

Eine allgemeine Formel fiir den jeweiligen Reibungskoeffizienten p, mit der Widerstandskraft
Freibung und der Kraftkomponente senkrecht zur horizontalen Auflagefliche Formal, ist in GL.
(28) dargestellt. Rechtsseitig ist bereits die Berechnungsweise der Reibungskoeffizienten aus
Abschnitt 6.2.4. dargestellt, mit den ermittelten Stromungskriften (Fy und F,) sowie der Ge-
wichtskraft einer CHO-Zelle (Fy cro).

_ FRe ibung Fz

Fy + Fg,CHO

(28)

Normal

4.3 Anwendung auf biologische Zellen

Mit Hilfe der DEM wurde bereits biologisches Gewebe in 2D (Pathmanathan et al., 2009)
modelliert. Die Gewebezellen wurden dabei lediglich mit einem DE modelliert, wodurch nur
makroskopische mechanische Eigenschaften dieser Zellen bendtigt wurden, die bereits in der

Literatur verfiigbar sind.

Daneben existieren Publikationen mit Fokus auf wenigen Feder-Dampfer-Modellen, die die
mechanischen Eigenschaften der betrachteten Zellen modellieren. Als ein Beispiel sei die 3D-
Modellierung der Epidermis einer Zwiebel genannt, die unter Vernachldssigung zellspezifi-
scher Teile durchgefiihrt wurde (Loodts et al., 2006). Zudem wurden intrazelluldre Wechsel-
wirkungsparameter fiir ein 2D-Modell von menschlichen Gehirntumorzellen mit Kelvin-
Voigt-Modellen modelliert (Coskun & Mackey, 2007). Hierbei waren die Kernmembran und
der Zellkern, neben der Plasmamembran und dem Zytoplasma, mitberiicksichtigt. Die Mo-
dellparameter wurden dabei iiber eine Matrizengleichung und der beobachteten realen Form-
anderung dieser Zellen bestimmt. Hierauf aufbauend wurden dann Epithel-Zellen und ihrer

Wechselwirkungen untereinander modelliert (Jamali et al., 2010).

In 2005 wurde das Subcellular-Element-Modell (SEM) zur detailreicheren Modellierung von
biologischen Zellen eingefiihrt (Newman, 2005). Dieses Modell wurde durch Skalierung von
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4 Theoretische Grundlagen der Diskrete-Elemente-Methode

Wechselwirkungsparametern, anhand der Anzahl verwendeter Elemente, weiterentwickelt
(Sandersius & Newman, 2008). Ein dhnlicher Ansatz wurde von Liedekerke et al. (2010) ver-
folgt. Dabei erforderte eine quasi-3D Modellierung von pflanzlichen Speichergewebezellen,
mit Unterteilung in Plasmamembran und Zellinneres, eine indirekte Validierung von mikro-

skopischen Wechselwirkungsparametern {iber makroskopische Kraft-Weg-Kurven.

In den hier betrachteten Modellen zum SEM wurde die mogliche Eigenschaft des Rollens
eines Elementes vernachldssigt. Dies mag derzeit eine Abgrenzung zur eigentlichen DEM

darstellen.

Die Modellierungen in Kapitel 11 passen thematisch in das SEM.
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S Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

Menschen, Tiere, Pflanzen und Pilze etc. bestehen aus eukaryotischen Zellen (Kleinig & Sitte,
1999). Diese Zellen unterscheiden sich von anderen Organismen durch das Vorhandensein
eines Zellkerns. Als relevante Zellbeispiele seien hier Saccharomyces cerevisiae, CHO- und
Baby hamster kidney — Zellen genannt, welche im Fokus der pharmazeutischen Industrie zur
Herstellung von rekombinanten Wirkstoffen stehen (Dingermann et al., 2002), mit deren Hilfe
bestimmte Krebsarten, die Bluterkrankheit und Krankheiten des zentralen Nervensystems
behandelt werden kénnen (CHO, 2012). Auf die systematische Analyse der komplexen Meta-
bolismen der oben genannten Zellen, speziell auf Wechselwirkungen von Komponenten in
verschiedenen molekularen Ebenen (Wurm et al., 2010), konzentriert sich ein Forschungsbe-
reich namens ,,Systembiologie®. Analysen zum Verstindnis dieser chemischen/biologischen
Vorgénge erfordern Zellaufschliisse, um Zellkomponenten oder Kompartimente, wie z.B. die
Mitochondrien, separieren zu konnen. Daher sind die mechanischen Eigenschaften jener Zel-
len fiir die Auslegung und Optimierung entsprechender Zellaufschlussapparaturen von Bedeu-

tung.

Seit den 40er Jahren des 20sten Jahrhunderts werden mechanische Eigenschaften von biologi-
schen Zellen experimentell erforscht (Mashmoushy et al., 1998). Die gebrduchlichen experi-

mentellen Methoden lassen sich nach heutigem Stand in drei Typen unterteilen (Mey, 2009):

e lokale Verformung der Zelle durch Spitzen (z.B. Atomic force microscopy: AFM,
magnetic twisting cytometry: MTC),

e mechanische Belastung der ganzen Zelle (z.B. Micropipette Aspiration: MA, optical
tweezers oder electro-deformation (MacQueen et al., 2010) und

e mechanische Beanspruchung einer Zellpopulation.

Mit diesen Methoden konnen unter Anwendung der Kontinuums-Mechanik klassische Mate-
rialkennwerte (z.B. das Elastizitits- oder Schermodul) oder mechanische GroBen (z.B.
scheinbare Federkonstanten) bestimmt werden. Ein Gesamtbild sdmtlicher beteiligter Mecha-
nismen fiir das mechanische Verhalten einer biologischen Zelle existiert bisher noch nicht

(Qin et al., 2009).

Es gibt jedoch Ubersichten zu einigen mechanischen Eigenschaften von Tumorzellen (Drasdo

& Hohme, 2005) und pflanzlichen Speichergewebezellen (Liedekerke et al., 2010; Wang et
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

al., 2004). Epithelzellen besitzen ein Elastizititsmodul von 1 kPa und eine Poisson-Zahl von
1/3 (Pathmanathan et al., 2009). Weitere Informationen zum mechanischen Verhalten von
biologischen Zellen bieten einige Fachbiicher (Sackmann & Merkel, 2010; Boal, 2002;
Kleinig & Sitte, 1999).

5.1 Mechanischer Aufschluss von eukaryotischen Zellen

Ein Aufschluss von tierischen Zellen mit Kegel-Platte-Viskosimetern ist bei Schubspannun-
gen zwischen 0,019 N/m? und 577 N/m? und in Abhéngigkeit von der Belastungszeit moglich
(Zhang et al., 1993). Fiir NS1 Myeloma- und TB/C3 Hybridomazellen konnte mithilfe von
Scherstromungsversuchen festgestellt werden, dass mit zunehmender Belastungszeit auch
mehr Zellen aufgeschlossen werden (Born et al., 1992; Zhang et al, 1993). Kompressionsver-
suche mit einem Nanoindenter zum Aufschluss von Saccharomyces cerevisiae, die einen
durchschnittlichen Durchmesser von 4,6 pm besallen, ergaben Berstkréfte zwischen 100 uN
und 200 uN (Arfsten et al., 2008). Eine Aufschlussmethode mithilfe von scharfkantigen Ein-
bauten in einem Mikrokanal fiir Chiplabor-Anwendungen wurde von Di Carlo et al. (Di Carlo
et al., 2003) vorgestellt. Die Autoren erkldren, dass das Vorhandensein dieser scharfen Kanten

den Zellaufschluss im Vergleich zu Einbauten ohne scharfe Kanten verbessert.

Mit steigender extrazelluldrer Osmolaritit vergroBert sich auch die aufzubringende Berstkraft,
da der verringerte intrazelluldre Druck dem Berstereignis entgegen wirkt (Arfsten et al.,
2009). Im Umkehrschluss sorgt eine z.B. niedrigere Salzkonzentration im extrazelluldren Me-
dium fiir eine Diffusion dieses Mediums in die biologische Zelle hinein, wodurch der intrazel-
lulire Druck steigt und die Berstkraft sinkt. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen
Berstkraft und der ZellgroBe von Backhefe-Zellen konnte von Mashmoushy et al
(Mashmoushy et al., 1998) nicht festgestellt werden.

Eine Zusammenstellung der Parameter, welche fiir die Beschreibung der hydrodynamischen
Belastungen auf biologische Zellen in Bioreaktoren bereits verwendet wurden gibt Godoy
(2008). Die Energiedissipation ist auch dabei erklért, welche in Kapitel 3.5 vorgestellt und in
Kapitel 8.2.2 berechnet wurde.
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

5.2 Zellmembranen

Plasmamembranen bestehen gewoOhnlich aus verschiedenen Proteinen, Phospho- sowie
Glycolipiden, wobei Letztere als eine Lipiddoppelschicht angeordnet sind (Kleinig & Sitte,
1999). Die Proteine hingegen, welche bei Tieren in den meisten Plasmamembranen einen
Massenanteil von ungefihr 50% ausmachen (Alberts, et al., 1998), ragen rdaumlich aus der
hydrophilen Oberfliche der Lipiddoppelschicht heraus. Ein Kréftegleichgewicht, entstehend
aus AbstoBungskriften zwischen den Lipidkopfgruppen, sterischer AbstoBung zwischen den
aliphatischen Ketten und attraktiver Wechselwirkung an der hydrophilen/hydrophoben Grenz-
schicht, hilt die Lipiddoppelschicht zusammen. (Mey, 2009). Ausschlaggebend fiir die me-
chanischen Eigenschaften der Membranen ist der thermische Phasenzustand der
Lipiddoppelschicht. Dieser kann grob in eine temperaturabhingige fliissige- und kristalline
Phase unterteilt werden. In der erstgenannten Phase, bei der die Membran sich wie eine 2D-
Fliissigkeit verhdlt, sind die Lipide sehr beweglich. Es finden Lipid-Eigenrotation um die
Léngsachse, spontane Biegung der aliphatischen Ketten und Lipid-Lipid-Platzwechsel (Diffu-
sion) statt (Hennesthal, 2003). In letzterer Phase sind Lipide nur gering beweglich, und die
hydrophoben Ketten sind in einer regelmédfigen Dreiecks- und Hexagonal-Struktur angeord-

net (Hennesthal, 2003).

Bekannt sind Phaseniibergangstemperaturen von Lipidschichten, bestehend aus nur einer
Lipidsorte. In der {iber Avanti (Avanti, 2012) zusammengestellten Tabelle 1 sind deutliche
Unterschiede der Phaseniibergangstemperatur ausgesuchter Membranlipide gezeigt. Die Ab-
kiirzungen bedeuten: DOPC (1,2-di-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine), SOPC
(1-octadecanoyl-2-(9Z-octadecenoyl)-sn-glycero-3-phosphocholine), DPPC (1,2-dihexadeca-
noyl-sn-glycero-3-phosphocholine).

Tabelle 1: Ubersicht der Phaseniibergangstemperaturen von Lipiden.

Phaseniibergangstemperatur Gewicht Gewicht

[°C] [Da]  [10” kg]
SOPC 6 788 1309
DOPC -20 786 1306
DPPC 41 734 1219

Aufgrund der hohen Vielfalt an Lipidsorten und dem Formenreichtum an verschieden grof3en
Proteinen sind allgemeingiiltige Abmessungen fiir Membrandicke und die durch ein Lipid

beanspruchte Membranoberflache schwerlich festzulegen (Engelmann, 2005). Im Allgemei-
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

nen werden jedoch die Dicke der Lipiddoppelschicht mit 4 nm (Kleinig & Sitte, 1999) und die
beanspruchte Fldche mit 0.4 nm? bis 0.7 nm? (Boal, 2002) angegeben. Der Phasenzustand mag
ebenfalls nicht eindeutig sein, wobei je nach Temperatur auch quasi-kristalline Zustinde auf-
treten konnen (Sackmann & Merkel, 2010). Es kann zudem viele Regionen der Plasmamemb-
ran geben, in denen Lipide und Proteine sich scheinbar frei bewegen kénnen. Die Bewe-
gungsfreiheit wird dennoch durch transmembrane Wechselwirkungen, Adhisionsstellen und
die Link-Orte des Zytoskeletts beeinflusst (Engelmann, 2005). Die Massendichte einer
Lipiddoppelschicht liegt zwischen 1,12 g/cm?® und 1,22 g/cm?® (Kleinig & Sitte, 1999). Einen
wichtigen Einfluss auf bestimmte Membranbereiche, interzellulires Haften und auf die
Zellform haben Proteine, welche zwischen Plasmamembran und Zytoskelett lokalisiert sind

(Luna & Hitt, 1992).

Zum mechanischen Verhalten existiert Literatur {iber hauptsidchlich synthetisierte
Lipiddoppelschichten in planarer- oder Vesikelform, jeweils bestehend aus nur einer bis we-
niger Lipidsorten (Evans & Rawicz, 1990; Evan et al., 2003; Hennesthal, 2003; Leonenko et
al., 2004; Nichols-Smith et al., 2004; Zhou & Raphael, 2005; Steltenkamp, 2006; Garcia-Saez
et al., 2007; Pan et al., 2008; Mey, 2009; Koshiyama & Wada, 2011). Ein Grund hierfiir ist
die Schwierigkeit der sauberen experimentellen Abtrennung der Plasmamembran vom Zell-
korper. Daher ist ein Vergleich mit den natiirlichen mechanischen Eigenschaften einer Plas-

mamembran auch noch unerreicht (Mey, 2009).

Belastungszustinde von Membranen sind meist komplex und setzen sich aus lateralen Span-
nungen {durch einaxiale Zug (— Dehnung) - und Druckkrifte (— Kompression)}, Schub-
spannungen (durch radiales Spannungsprofil) und Biegebeanspruchung lokale Stauchung ei-

ner Lipidschicht bei lokaler Dehnung der anderen Schicht am gleichen Ort) zusammen.

Die laterale Spannung oy, kann anhand von kraftmikroskopischen Studien (Bhatia &
Nachbar, 1968; Mey, 2009) bestimmt werden. In der Vorbereitung dafiir wird die zu untersu-
chende Membran iiber eine Pore gespannt. Wihrend der Messung wird die Membran mittels
einer Spitze mittig liber der Pore runtergedriickt und die Riickstellkraft aufgenommen.

SchlieBlich kann ein Zusammenhang zwischen der Riickstellkraft und oy, hergestellt werden.

Ein elastisches Flichendehnungsmodul K, kann iiber eine erzwungene gebietsweise Vergro-
Berung der Membranfliche, durch Ansaugen mithilfe einer Mikropipette, ermittelt werden
(Evans, 1974; Needham & Nunn, 1990; Evan et al., 2003; Nichols-Smith et al., 2004; Zhou &
Raphael, 2005; Zhou & Raphael, 2007). Dafiir wird die oj, an der Auflageflache (dem Innen-
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

rand der Pipette) gegen die gebietsweise Einbeulung/VergroBerung der Membranfldche AA/A
aufgetragen. Der Zusammenhang ist in Gl. (29) gezeigt.
— % (29)

Wiéhrend der Membrandehnung kommt es zu Fluktuationen der flachenbezogenen
Lipiddichte, denn zur Gewinnung des thermischen Gleichgewichts richten sich die Lipide
kontinuierlich neu aus. Die eigentliche FlichenvergroBerung setzt sich damit aus Superpositi-
on von abnehmender thermischer Biegebewegungen und Verringerung der flichenbezogenen
Lipiddichte zusammen (Rawicz et al., 2000). Folglich wird K auch als scheinbares Flachen-
dehnungsmodul K, ¢ bezeichnet, wenn der Anteil durch Fluktuation nicht heraus gerechnet
wurde. Bei einer modellhaften Lipidzusammensetzung der Mitochondrien-Membranen aus 1-
stearoyl, 2-oleoyl phosphatidylcholine und Cardiolipin sinkt Kas mit zunehmendem
Cardiolipin-Gehalt (Nichols-Smith et al., 2004). Der Cardiolipin-Anteil wurde dabei bis auf
9,2 % erhoht. Typische Ka «—Werte liegen zwischen 0,05 N/m und 0,5 N/m und bei 0,2 N/m
fiir viele Lipiddoppelschichten (Boal, 2002). Ein Alternativansatz zum thermischen Gleich-
gewicht liefert Ka = 40, mit ¢ als Grenzflichenspannung zwischen Fliissigkeit und Membran
(Boal, 2002). Zur lateralen Membranstauchung wurden keine Literaturdaten gefunden. Mole-
kulardynamik-Simulationen koénnten hierfiir, und insbesondere zur Ermittlung eines Flachen-

kompressionsmoduls, geeigneten Daten produzieren.

Die notige elastische Energie der ebenen (lateralen) Dehnungs-Deformation kann zudem mit

Gl. (30) berechnet werden (Sackmann & Merkel, 2010):

_1 N e S 6
EDehnung - 2KAﬁdA(l CICZ) + 2GﬁdA(C2 + Cl ZJ (30)

Dabei steht (1-C; () fiir die relative Flachendnderung, wenn ein beispielsweise quadratisches
Membran-Flachenstiick zu einer rechteckigen Fliche gedehnt wird. Der rechtseitige Term

steht fiir den Energieaufwand durch Scherung wihrend der Deformation, mit dem Schubmo-

dul G.

Der Biegewiderstand Kgicgung €iner Membran kann vereinfacht iiber ein Plattenmodel be-
stimmt werden. Mithilfe von K, und der Plattendicke dpjae, welche der Dicke der
Lipiddoppelschicht entspricht, kann kgieeung mit Gl. (31) abgeschétzt werden:

K,d;
K Bicgung — A241?latte (3 1)
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

Je nach Zusammensetzung der Lipidschicht ist 0.15107 1< KBicgung < 12107 (Boal, 2002;
Sackmann & Merkel, 2010).

Die Groflen Kgiegung Und K unterscheiden sich bei fliissiger und kristalliner Phase um jeweils
den Faktor 10 (Mey, 2009). Membranen in der kristallinen Phase besitzen gegeniiber ihrem
Flachenkompressionsmodul ein wesentlich kleineres Schermodul, weswegen bei der Biegung
isotropische Spannungen durch reine Dehnung dominieren und anisotrope Spannungen durch
Scherung vorkommen (Evans E., 1974). In der fliissigen Phase verschwindet das Schermodul
(Mey, 2009). Fiir die Membranen roter Blutkdrperchen wurde G = 10~ Pa angegeben (Evans
E., 1974). Zudem wurde vpyisson = 0,33 bei Lipiddoppelschichten angegeben (Mey, 2009).

Die nétige elastische Energie Egiegung Zum Biegen einer Membranflache 1dsst sich mit GI. (32)
bestimmen (Sackmann & Merkel, 2010):
1 7(AA-AA,)

1 0 0 2
_EKBﬁdA(Rl RS K ) Fhayw (32)

Biegung

Der erste Term gehort zur Helfrich-Gleichung, welcher die Biegeelastizitdt biologischer
Membranen beschreibt. Dabei werden die Radien der Hauptkriimmungen R;, R, und die ein-
gepriagte Biegung Kgponan, verursacht durch ein zweiseitiges Drehmoment innerhalb der
Lipiddoppelschicht, beriicksichtigt. Mit dem zweiten Term wird die lokale Stauchung der
einen Monoschicht, die Streckung der anderen Monoschicht und das gegeneinander Gleiten
berticksichtigt. Die Grofle k entspricht dabei dem globalen Biegemodul und d,, der Dicke der
Lipiddoppelschicht.

Bei SOPC-Membranen beeinflusst der pH-Wert die GroBe xgicgung durch Anderung elektrosta-
tischer Eigenschaften an der Lipid-Fliissigkeits-Grenzfliche, jedoch nicht K (Zhou &
Raphael, 2007).

Bei lateraler Zugbeanspruchung fithrt das Erreichen einer bestimmten lokalen
Membranflichendehnung oder einer bestimmten lateralen Spannung zu einem Membranriss-
Ereignis. Die Flichendehnung bei fliissiger Phase liegt dabei typischerweise zwischen 2%
und 4% (Boal, 2002) oder 2% und 5% (Steltenkamp, 2006). Die lateralen Bruchspannungen
liegen hierfiir bei 0.01 N/m (Boal, 2002) oder zwischen 0.005 N/m und 0.01 N/m fiir fluide
Membranen (Steltenkamp, 2006). Bei synthetisierten (SOPC + Cardiolipin) inneren Mito-
chondrien-Membranen nimmt die laterale Bruchspannung von ca. 0.003 N/m auf 0.009 N/m,
mit abnehmendem Cardiolipin-Gehalt, zu (Nichols-Smith et al., 2004). Bei Membranen in der

kristallinen Phase von Mardine-Darby Canine II-Zellen liegt die laterale Bruchspannung zwi-
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

schen 0,02 N/m und 0.055 N/m (Steltenkamp, 2006). Mithilfe von Rasterkraftmikroskopie-
Versuchen wurde folgendes festgestellt: Je ldnger die aliphatischen Ketten sind, desto grofer

ist die bendtigte Kraft zum Durchbruch der Membran (Garcia-Manyes & Sanz, 2010).

Als mechanischen GroBen fiir eine Membran werden z.B. E = 10° Pa und Vpoisson = 0,3 ange-

geben (McGarry & Prendergast, 2004).

5.3 Zytoplasma

Mit dem Zytoplasma ist in dieser Arbeit der Raum zwischen Plasma- und Kernmembran ge-
meint. Der Hauptbestandteil dieses Raums ist das fliissige und teils zdhfliissige Grundplasma,
welches zum Beispiel Lipide, Transport-Ribonucleinsiduren, Proteine, Nucleotide, Zucker,
Aminosduren, Mineralien und Spurenelemente enthilt (Tittel, 2003). Des Weiteren sind
Kompartimente, wie Mitochondrien, Endoplasmatisches Reticulum, Golgi-Apparat etc., vor-
handen, die meist mit Membranen abgegrenzte, biologisch-funktionelle Bereiche der Zelle
darstellen (Kleinig & Sitte, 1999). Ein wichtiger mechanischer Bestandteil ist das Zytoskelett,
welches der Zelle erlaubt, sich rdumlich zu organisieren (Alberts, et al., 1998). Das

Zytoskelett hat im Wesentlichen drei Bestandteile:

Die Mikrofilamente sind netzwerkartig als Kortex unterhalb der Plasmamembran lokalisiert,
bestehen Hauptsichlich aus F-Aktin, ein polymerisiertes Strukturprotein, und dienen zur Er-

haltung der Zellform (Yoon et al., 2002).

Die Mikrotubuli sind fiir die Organisation des Zellinhaltes zustindig und sind Gebilde in
Form von Hohlzylindern, die bei Temperaturen unter 5°C zerfallen (Sackmann & Merkel,

2010). Der Primirbaustein ist das Protein Tubulin.

Die Intermedidrfilamente sind hierarchisch aufgebaut (vgl. dazu Qin et al., 2009), bestehen
aus Proteinsorten, die von der Zellart (Steltenkamp, 2006) abhidngen, konnen bis zum 4-
fachen ihrer Linge gedehnt werden (Qin et al., 2009) und verleihen der Zelle Stabilitét ge-
geniiber mechanischem Stress (Alberts, et al., 1998).

Nach Janmey et al. (1991) unterscheiden sich die mechanischen Eigenschaften der drei Be-
standteile des Zytoskeletts wesentlich. In jenem Spannungs-Dehnungs-Diagramm (Janmey et
al., 1991) zeigt F-Aktin den grofSten Wert fiir E, jedoch eine geringere Zugfestigkeit als die

Intermediérfilamente. Die Mikrotubuli zeigen den kleinsten Wert fiir E.
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

In Tabelle 2 sind wesentliche mechanischen Eigenschaften der Zytoskelett-Bestandteile quan-
titativ dargestellt. Eigentlich bilden diese Bestandteile ein strukturiertes Netzwerk im Inneren
einer eukaryotischen Zelle. Der Schermodul bezieht sich als einzige Grofle auf solch eine

Netzwerkstruktur.

Tabelle 2: Ubersicht einiger mechanischer Grofen zum Zytoskelett.

d E K G (Netzwerk)  Vpgisson oy
[nm] [GPa] [GPa] [GPa] [-] [GPa]
Mikrofilame nte 's ’1,8-2,5 2 - 10° 03
'26
Inte rme diéirfilame nte *10 20,3-0.4 %0,24-0.42
%0,3-09 %0,09
Mikrotubuli '25 12 703

Referenzen zur Tabelle 2: ' (Gittes et al., 1993), * (Qin et al., 2009), * (Ethier & Simmons,
2007), * (Guzman et al., 2006), > (Goldman et al., 2008), ® (Satcher & Dewey, 1996),
7 (MacQueen et al., 2010), * (Kreplak et al., 2008).

Die Netzwerkeigenschaften sind bis heute noch nicht ausreichend erforscht. Zum Mikrofila-
ment-Kortex wurden bereits Modellierungen (Satcher & Dewey, 1996) und Untersuchungen
zur Netzwerkelastizitdt in Abhangigkeit der Vernetzungsart durchgefiihrt (Lieleg et al., 2009).
Fiir Zytoplasma werden E = 100 Pa und vpeisson = 0,37 angegeben (McGarry & Prendergast,
2004).

Um den Zusammenhalt zwischen Zytoplasma und Membranen zu untersuchen, wurden Zug-
versuche an Schleimpilzzellen (Merkel, et al., 2000) und an roten Blutkérperchen (Hochmuth
& Marcus, 2002; Butler et al., 2008) durchgefiihrt. Dabei wurden Adhédsionsenergien im Be-

reich 0,078 mJ/m?...1,6 mJ/m? bestimmt.

5.4 Zellkern

Eine tabellarische Ubersicht der Oberfliche, des Volumens, der PorengroBe und —anzahl in
Abhingigkeit der Zellart, Kultivierungsbedingungen und DNA-Gehalt ist in Maul (Maul &
Deaven, 1977) zusammengestellt. Spater werden die Durchmesser des Zellkerns mit 3 pm bis
10 um (Boal, 2002) und 6 um fiir Gewebezellen (Kleinig & Sitte, 1999) sowie die einer
Kernpore mit 50 nm bis 70 nm (Kleinig & Sitte, 1999) und 50 nm (Sackmann & Merkel,
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

2010) angegeben. Fiir einen Zellkern werden E = 400 Pa und vpoisson = 0,37 genannt (McGarry
& Prendergast, 2004). Bei Knorpelzellen wurde herausgefunden, dass die Viskositét des Zell-
kerns doppelt so hoch ist, wie die des Zytoplasmas (Giuilak et al., 2000).

5.5 Haft- und Rollverhalten

Der Mechanismus der Zellhaftung ist gepragt durch elektrostatische AbstoBung und durch
Bildung von makromolekularen Bindungen (Bell et al., 1984). Zudem wird vermutet, dass die
Rauigkeit der Zelloberfldche einen Einfluss auf die Hafteffektivitét besitzt (Williams et al.,
2001). Die Haftmechanismen wurden bereits als Kombination der Grenzfldchenspannung mit
der Zellmembrandehnung modelliert (Agresar et al., 1998). Die Simulationen von haftenden
Leukozyten, modelliert als homogene 2-D Korper, auf Endothelzellen ergaben Abhingigkei-
ten der Adhisionszeit, der Haftfliche und der Rollgeschwindigkeit zu der Scherbeanspru-
chung, der Verformbarkeit und der Bindungsstirke der Leukozyten (Dong & Lei, 2000).
Nach Simulationen mit einer zusitzlichen Modellierung eines 2-D Zellkerns konnte ausgesagt
werden, dass die Rollgeschwindigkeit mit der Zellgro3e zunimmt und die intrazelluldre Vis-
kositdt sowie die Grenzflaichenspannung das Rollverhalten beeinflussen (N'Dri et al., 2003).
Zudem wurde eine Verringerung der Rollgeschwindigkeit mit zunehmender Deformierbarkeit
von Leukozyten als Resultat numerischer Berechnungen festgestellt (Pappu et al., 2008). Mit
einem weit komplexeren Zellmodell mit Schwerpunkt auf dem Aktin-Kortex, welches Me-
chanik und Biochemie in Teilen beriicksichtigt, konnten detailliertere Wechselwirkungen
zwischen Zelle und Substrat nachgebildet und eine Vorhersagbarkeit von Hystereseetfekten
geschaffen werden (Besser, 2009). Eine Ubersicht der Haftkriifte zu weichen Hefezellen und
harten Partikeln, jeweils auf Oberflichen in Wasser, zeigt modellabhéngige Werte zwischen
0,5 uN bis 1,6 uN und zwischen 3 nN und 0,1 uN (Weigl, 2004). Die simulierte Deformation
einer Brustkrebs-Zelle in einen Spalt hinein, was einem dhnlichem Thema dieser Arbeit ent-
spricht, ergab mithilfe der Modellierung von Haftkriften einen Zusammenhang zwischen kor-

tikaler Steifigkeit und Eintrittszeit in den Spalt (Leong et al., 2010).
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

5.6 Mechanische Eigenschaften von CHO-Zellen

In diesem Kapitel wird zwischen adhédrent-wachsenden und suspensions-adaptierten CHO-
Zellen unterschieden. Die dargestellten mechanischen Gréflen entstammen Analysen, bei de-
nen die Versuchsparameter, wie Zelllinie, Methoden, Vorbehandlungen, Temperaturen, Me-
dium etc., teilweise unterschiedlich waren. Eine Vergleichbarkeit der hier gelisteten, gleichen
mechanischen Gréfen ist damit frag- und diskussionswiirdig. Der Leser wird auf die zitierten

Publikationen verwiesen.

Adhirent wachsende CHO-K1 Zellen weisen Charakteristiken von Epithelzellen auf (Schulze
et al., 2009). Die Intermediérfilamente von CHO-Zellen und Baby hamster kidney (BHK)-
Zellen sind biochemisch und strukturell dhnlich (Cabral et al., 1981).

5.6.1 Abmessungen und Massendichte

Suspensions-adaptierte CHO-Zellen konnen eine durchschnittliche Gréfe von 11,2 um und
eine durchschnittlichen Zellkerngréfe von 8,1 pum besitzen (Brunsting & Mullaney, 1974).
Die gleichen Autoren postulierten einen linearen Zusammenhang zwischen Zell- und Zell-
kerndurchmesser. Suspensions-adaptierte CHO-DUKX Zellen konnen eine Groe zwischen
ca. 5 um und ca. 30 um aufweisen sowie eine hédufigste Zellgro3e von ca. 11 um und eine
mittlere ZellgroBe von ca. 13 pm (Seewoster & Lehmann, 1997). Zellkern-Eigenschaften
werden in Maul & Deaven (Maul & Deaven, 1977) mit Vzejkern = 188 um?, Ozeikern = 221
um?, Apore = 9,44 um?, N = 2086 Poren/Zellkern angegeben. Die mittlere Massendichte von
CHO-Zellen wurde mit pcpo = 1051 kg/m? in einem Bereich von 1050 kg/m* < pcyo < 1074
kg/m? bestimmt (Anderson et al., 1970).

5.6.2 Plasmamembran

Die Plasmamembran von adhdrent-wachsenden CHO-Zellen kann eine durchschnittliche Di-
cke von 5 nm aufweisen und Proteine mit Durchmessern von 6 nm bis fast 40 nm enthalten
(Murakoshi, et al., 2006). Dabei liegt der gro3te Anteil dhnlich-grofer Proteine bei Protein-
groBBen unter 14 nm. In der Membran existieren iiber 10 verschiedene Phospholipid-Sorten

(Boyer, 1983). Die Plasmamembran von adhirent-wachsenden CHO-Zellen enthdlt Faltun-
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5 Mechanische Eigenschaften von eukaryotischen Zellen

gen, durch die eine Vervielfachung des Zellvolumens mdglich ist (Solsona et al., 1998). Der
grofite erreichte Faktor lag hier bei ca. 3,5. Bei einer maximal moglichen Fliachenvergrofe-
rung einer Lipiddoppelschicht von 5% (vgl. Kapitel 5.2) muss der Anteil an Faltungen oder
anderen Mechanismen iiberwiegend sein, da das entsprechende VolumenvergroBerungs-
Verhiltnis nur den Faktor 1,157 besitzt. Die Grenzflaichenspannung zwischen Medium und
kugelformigen Zellclustern, bestehend aus N-cadherin transfizierten CHO-Zellen, wurde mit
ca. 0,023 N/m bestimmt (Norotte et al., 2008). Die Oberflichen-Morphologie verdndert sich
mit jeder Phase des Zellzyklus in konfluenten Kulturen (Shay et al., 1974). Einige Oberfla-
cheneigenschaften von adhirent-wachsenden CHO-Zellen, wie die effektive Oberfldchenvis-
kositdt, wurden anhand der Dehnung von Mikrovilli bestimmt (Hosu et al., 2007). Die
Mikrovilli werden auch Zellmembranfortsitze genannt und sind in Abbildung 6 — jedoch von

Suspensions-adaptierten CHO-Zellen — gezeigt.

Abbildung 6: Rastermikroskopie-Aufnahmen von CHO-Zelloberfléichen (Bahnemann, 2014). Modifiziertes Bild.

5.6.3 Mechanische Groflen ganzer Zellen

In Tabelle 3 sind mechanische Gréfen von unterschiedlichen CHO-Zelllinien aufgelistet, da-
runter die dynamische Viskositit 1. Die suspensions-adaptierten- und adhérent-wachsenden
Zellen sind mit ,,susp.” und ,,adh.“ abgekiirzt. Die Bezeichnung ,,relax* steht fiir eine bereits
andauernde Beanspruchung, wogegen ,,initial“ fiir den zeitlichen Beginn der Beanspruchung
steht. Die Bezeichnung ,,lokal* steht fiir eine ortliche Beanspruchung der Zelloberfldche mit-
tels einer AFM-Spitze. Die letztgenannte Art der Beanspruchung ist flir die Ermittlung von E

vergleichsweise kritisch zu sehen, da die CHO-Zelle kein homogener Korper ist.
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Tabelle 3: Ubersicht einiger mechanischer Grofien von CHO-Zellen.

E G n Zellinie
[Pa] [Pa] [Pa-s] [-]
CHO (susp.)
# initial 1572 '574 12905 K1
# relax '193 '70,3 *Cal-6
3A-Cyto
CHO (adh.) ‘BQ2
# lokal 2400...900 %675 ’3375 KA.
“242...553 3250 >1500

# relax >702

Referenzen zur Tabelle 3: ' (MacQueen et al., 2010), > (Zhao et al., 2006), * (Canetta et al.,
2005), * (Carl & Schillers, 2008) und > (Tordan et al., 2007).

Fiir adhdrent-wachsenden CHO-Zellen wurde bereits Vpgisson = 0,5 angenommen (Carl &
Schillers, 2008; Zhao et al., 2006). Fiir suspensions-adaptierte CHO-Zellen haben MacQueen
et al. (2010) Vpoisson = 0,37 ermittelt. Im Rahmen der letztgenannten Publikation wurde eben-
falls eine Relaxationszeit von 17,2 s fiir die gleichen Zellen berechnet. Daneben wurden Rela-
xationszeiten fiir adhdrent-wachsende CHO-Cal-6-Zellen und CHO-A-Cyto-Zellen zu 5 s und
6 s bestimmt (Canetta et al., 2005).

5.6.4 Scherempfindlichkeit und Zellzerstorung

Die Scherempfindlichkeit von eukaryotischen Zellen wird hiufig mithilfe von Viskosimetern
gemessen. Mit einem Rotationsviskosimeter wurden entsprechende Versuchsreihen an sus-
pensions-adaptierten CHO-Tf70R-Zellen durchgefiihrt (Dinhof, 2001). In Abbildung 7 ist
eine Zusammenfassung von sadmtlichen Referenzwerten aus letztgenannter Publikation ge-
zeigt, da eigentlich eine Abhingigkeit der Scherempfindlichkeit von Additiven im protein-

freien Medium untersucht wurde.
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Abbildung 7: Zusammengestellte Daten mithilfe der Ergebnisse von Dinhof (Dinhof, 2001).

Die Abbildung 7a zeigt einen Einfluss der Beanspruchungszeit auf die Scherempfindlichkeit
in Form der Uberlebensrate. Bei der wesentlich lingeren Beanspruchungszeit von 24 Stunden
ist die mittlere Uberlebensrate signifikant geringer als bei einer Beanspruchungszeit von 3

Stunden.

Die Abbildung 7b zeigt einen Einfluss der Kultivierungstemperatur auf die Scherempfind-
lichkeit im Sinne der Uberlebensrate. Bei der hoheren Temperatur von 37 °C ist die mittlere

Uberlebensrate groBer als bei einer Kultivierungstemperatur von 31 °C.
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Je hoher die Schubspannungen, denen adharent-wachsende CHO-Zellen ausgesetzt sind, des-
to mehr Glucose wird aufgenommen, und desto geringer sind die hGH- und die Laktat-

Produktivitdt (Keane et al., 2002).

Es wurden auflerdem Scherversuche an suspensions-adaptierten CHO-3D6 Zellen mit einem
Kegel-Platte-Viskosimeter durchgefiihrt (Castilho & Anspach, 2003). Dabei lag die Viabilitét
bei ca. 70 % und ca. 85 %, bei ca. 70 N/m? und Belastungszeiten von 30,5 Minuten und 1 Mi-
nute. Zwischen ca. 225 N/m? und ca. 330 N/m? und einer Belastungszeit von 30,5 Minuten
blieb die Viabilitit mit 20 % fast konstant. Bei ca. 230 N/m? und ca. 280 N/m? und einer Be-
lastungszeit von 1 Minute blieb die Viabilitét bei 40 %. Bei CHO-Zellen in Mikrokanélen ist
mit Zellzerstérung ab € = 107...10° W/m® (vgl. dazu Kapitel 3.5) des Transportmediums zu
rechnen (Ma et al., 2002; Mollet et al., 2007). Fiir Hybridomazellen wurde postuliert, dass
Zellzerstorung unabhédngig von der Belastungszeit bei konstanter Scherbeanspruchung unver-

zliglich stattfindet (Born et al., 1992).

5.6.5 Zelle-Wand Haftverhalten

Adhirent-wachsende CHO-K1 Zellen haften an Plastik und Glas (Schulze et al., 2009). Es
gibt Hinweise auf eine verringerte Haftfahigkeit bei niedrigen Temperaturen (Juliano &
Gagalang, 1976). Bei suspensions-adaptierten CHO-Zellen, die an verschiedenartig beschich-
teten Glasoberflichen in Mikrokanélen hafteten, wurde das Abldseverhalten in Abhingigkeit
der Belastung durch Umstromung untersucht (Zhang et al., 2008). Die letztgenannte Publika-

tion diente als Basis fiir die Modellierungen in Kapitel 7.2.

5.6.6 Rheologisches Verhalten von Zellsuspensionen

Das rheologische Verhalten von CHO-Zellsuspensionen wurde bereits mit einem Rheometer
(Bohlin Gemini 150) von lordan et al. (Iordan et al., 2007) analysiert. Bei Scherraten zwi-
schen 6 s™ und 1000 s stiegen dabei die Viskositit () und der Schermodul (G) der Zellsus-
pension sowie ihre Fliegrenze mit zunehmender Zell-Volumenkonzentration (¢). Der hochs-

te Wert wurde dabei zu n = 600 Pa-s bei ¢ = 60 % und y = 2 1/s bestimmt.
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6 Mechanische Eigenschaften von TC42+Glutamin

Bei den experimentellen Versuchen des Instituts fiir Bioprozess- und Biosystemtechnik der
TUHH zum Zwischenschritt ,,Zellaufschluss* (vgl. Kapitel 1) bestand die Zellsuspension aus
CHO-K1 Zellen und dem Kulturmedium TC42 der Firma TeutoCell AG. Dem Kulturmedium
waren aulerdem 4 mM Glutamin zugegeben. Diese entstandene Losung wird in den folgen-
den Abschnitten mit ,,TC42+Glutamin“ bezeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die
Massendichte prcaz:g und die dynamische Viskositit nrcazig der Losung, ohne die CHO-K1
Zellen, bei Umgebungsdruck und in Abhidngigkeit von drei Temperaturen bestimmt
(Schnegas et al., 2014). Fiir die Auswertungen sédmtlicher Versuche wurden natiirliche Luft-

druckschwankungen vernachlissigt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt.

In Abbildung 8a ist ersichtlich, dass bei 4 °C samtliche Werte der Massendichte sehr nah bei-
einander liegen. Bei 20 °C und 36 °C ist hingegen eine systematische, vertikale Streuung von
prcaz+g festgestellt worden. Diese Systematik bezieht sich auf die jeweiligen Pyknometer
(siehe Kapitel 6.1) und konnte bisher nicht zufriedenstellend erklért werden. In Abbildung 8a
ist die Temperaturungenauigkeit bei 20°C groBer dargestellt, als mit dem Stabthermometer
gemessen wurde. Der Grund hierfiir sind mdgliche Temperaturschwankungen durch z.B. Liif-
tung des Raumes, die die Temperatur der Probe beeinflusst haben konnten. Der vertikale
Streubereich ldsst keine weiteren Aussagen zur Abhangigkeit von prcaz+g(T) im Temperatur-
bereich zwischen 4 °C und 36 °C zu. Ein Vergleich: bei Meerwasser sinkt mit zunehmendem
Salzgehalt die Temperatur, bei der das Meerwasser ein Dichtemaximum aufweist (Gierloft-

Emden, 1979). Die entsprechenden Temperaturen sind jedoch niedriger als 4 °C.

In Abbildung 8b ist ersichtlich, dass nrc42+G eher schwach von der Temperatur im betrachte-
ten Temperaturbereich abhédngt. Zur Berechnung von nrcaz+6(T = 18 °C) und nrear+o(T = 24
°C) wurde prcaz+c(T = 20 °C) verwendet. Die scheinbar fehlenden Fehlerbalken, bezugneh-
mend auf die vertikalen Streuung bei prcar+6(T), sind vernachldssigbar klein (Anrcazg(T =
,konst.«) < 10 mPa-s) und daher nicht sichtbar. Die horizontalen Fehlerbalken sind aufgrund
maximal angezeigter Temperaturunterschiede von AT = 0,2 °C nicht gezeigt. Genaueres zur

Messung ist in Kapitel 6.2 zu finden.

33

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



6 Mechanische Eigenschaften von TC42+Glutamin

a) 1050

1040

f—

-]

%)

—
|

._

o

(!

=
|

Proga+c Lkg/m?)

1010 4 ¢

1000 | . ;
0 10 20 30 40

b) )

[}

Abbildung 8: Mechanische Eigenschaften von TC42+Glutamin in Abhiingigkeit der Temperatur — modifizierte Bilder
(Schnegas et al., 2014).

Die bestimmten GroBen prcaz+c(T) und nrcaz+6(T) werden im Rahmen einer Parameterstudie
in Kapitel 8.1.4 zur Temperaturabhéngigkeit von Stromungskriften, die auf eine modellierte

CHO-Zelle wirken, verwendet.

6.1 Bestimmung der Massendichte

Es wurden je Temperatur drei Blaubrand® Pyknometer (Typ: Gay-Lussac; 50 ml; Nrn: 10, 30
and 496) der Gay-Lussac Bauart und die Analysenwaage BP 210 S der Firma Sartorius
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6 Mechanische Eigenschaften von TC42+Glutamin

(Sartorius, 2013) verwendet. Sdmtliche Volumen der Pyknometer wurden vom Hersteller mit
50 ml bei einer Temperatur von 20 °C angegeben. Die Pyknometer wurden trotzdem fiir die
Versuche bei 4 °C und 20 °C vorher kalibriert. Die Kalibrierungsversuche wurden mit ent-
salztem Wasser durchgefiihrt, welches jedoch nicht entgast wurde. Nach DIN ISO 3507:2002-
02 (MaBanforderung der Pyknometer-Glasbehilter) ist eine Toleranz von +/- 3 ml zwischen
Nennvolumen und tatséchlichen Volumen erlaubt. Die ermittelten Volumen der verwendeten
Pyknometer liegen zwischen einschlieBlich 50,94 ml und einschlieBlich 51,8 ml fiir T = 4 °C
und T = 20 °C und somit innerhalb des Toleranzbereichs. Aufgrund der vernachlissigbar ge-
ringen Unterschiede zwischen 4 °C und 20 °C wurden &hnlich Unterschiede zu 36 °C ange-

nommen, weswegen keine Kalibration bei 36 °C durchgefiihrt wurde.

Fiir die Messungen bei 4 °C und 36 °C wurden Klimardume des Instituts fiir Bioprozess- und
Biosystemtechnik der TUHH mit gleicher Solltemperatur genutzt, um jeweils 200 ml
TC42+Glutamin, aufbewahrt in einem verschlossenen und durchsichtigem Glasbehélter, ent-
sprechend zu kiihlen oder zu erwiarmen. Fiir die Messungen bei Raumtemperatur wurden die
Proben vorher in ein Labor mit Raumtemperatur (es wurden Werte zwischen 20 °C und 22 °C
kurz vor der eigentlichen Analyse mit einem herkdmmlichen Stabthermometer gemessen)
gestellt. Die Aufenthaltsdauer der Proben, Pyknometer, Pipetten (zum Umfiillen) und der
Thermobox (fiir den Transport zur Analysenwaage) in den jeweiligen Rdumen betrug mindes-

tens 24 Stunden vor den Dichtebestimmungen.

Vor jeder Bestimmung der Massendichte wurde die Losung auf Triibungen, als Anzeichen
von Bakterienbefall, untersucht. Danach wurden die Pyknometer bis zum Rand des jeweiligen
Glasgefifles mit der Losung gefiillt. Es waren manchmal vereinzelte, sehr kleine und dadurch
kaum sichtbare Blasen an der jeweiligen Glasgefa3-Wand vorhanden. Aufgrund des sehr ge-
ringen Blasenvolumens kann jedoch ein signifikanter Einfluss auf die bestimmten Massen-
dichten ausgeschlossen werden. Die Schliffstopfen wurden aufgesetzt, wodurch sich die Ka-
pillaren vollstindig mit der Losung fiillten. Die Analysenwaage befand sich bei jeder Mes-
sung, und aus Sicherheitsgriinden, in einem Labor mit ca. 20 °C Lufttemperatur. Die Proben
aus den Klimardumen wurden daher in einer verschlossenen Thermobox zu dieser Waage
transportiert. Die Wéigungen wurden recht ziigig durchgefiihrt, da zum einen Kondensation
der Luftfeuchtigkeit an den 4 °C-warmen Pyknometern auftrat. Zum anderen reduzierte sich
die Fiillhohe der Kapillaren bei den 36 °C-warmen Pyknometern aufgrund von Verdampfung

oder Massendichte-Zunahme durch Abkiihlung.
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6 Mechanische Eigenschaften von TC42+Glutamin

6.2 Bestimmung der dynamischen Viskositat

Es wurde angenommen, dass es sich bei der wiassrigen Losung um ein Newtonsches Fluid
handelt. Dies ist im Einklang mit der Erkldrung von van der Pol & Tramper (van der Pol &
Tramper, 1998) iiber Kulturmedien fiir tierische Zellen. Basierend auf dieser Annahme wurde
ein HAAKE™ Kugelfallviskosimeter nach Hoppler (Typ B, 81148) verwendet. Im Mantelvo-
lumen des Viskosimeters, durch das mithilfe eines Thermostaten temperiertes und entsalztes
Wasser gefordert wurde, befand sich ein Temperaturfiihler des Thermometers FLUKE 51 K/J.
Es wurde eine Borosilikatglas-Kugel fiir den Messbereich 0,2 — 2,5 mPa-s gewédhlt und der
grofite zur Verfligung stehende Lédngenabschnitt (A—B) fiir die Sinkzeitanalyse genutzt.
Nach der Uberpriifung auf Kontaminierung durch Bakterien wurde die Losung jeweils von
einem Vorlage-Glasbehilter mit ca. 4 °C in die Messkammer gefiillt. Danach wurde die Lo-
sung iiber mehrere Stunden auf die Versuchstemperatur erwarmt, um den Temperaturgradien-
ten liber das Mantelmaterial zwischen Mess- und Kiithlkammer zu verkleinern. Je Temperatur
wurden drei Sinkzeitversuche durchgefiihrt und die berechneten Ergebnisse arithmetisch ge-

mittelt.
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten
CHO-Zellen

Die in Kapitel 2 vorgestellten Situationen wurden mit dem kommerziellen Gittergenerator
Gambit (Version: 2.4.6) von ANSYS geometrisch modelliert. Die geometrischen Flachen und
Réume der Modelle wurden anschlieBend mit demselben Programm vernetzt. Die Randbedin-
gungen zur numerischen Losung des Stromungsgleichungen wurden mithilfe der kommerziel-
len Software ANSYS Fluent 12.0.16 {Version: 3d, dp, pbns, lam (3d, double precision,
pressure-based, laminar)} festgelegt, mit welchem die numerischen Simulationen nachfolgend

durchgefiihrt wurden.

7.1 Treffen einer suspendierten CHO-Zelle auf eine Barriere

Fiir ein besseres Verstindnis der Barriere, welche in Kapitel 2 vorgestellt wurde, wird in Ab-
bildung 9 eine Draufsicht gezeigt. Der schwarze Block in dieser Draufsicht soll die hohe An-
zahl an jeweiligen Elementen verdeutlichen, die nebeneinander aufgereiht diese Barriere for-
men. Der rot-markierte Ausschnitt stellt eine Uberleitung zu der Abbildung 10 dar, in der die

Elementtypen erklért werden.

Kanalwand Kanalwand
(Ausschnitt) ~ Barriere (Ausschnitt)

l Ausschnitt l
Tt ot

X Mantel- Zell- Mantel-
fliissigkeit suspension fliissigkeit

Abbildung 9: Abstrakte Darstellung der Barriere (Draufsicht).

Die jeweilige Barriere schliet mit dem Boden und der Decke des Mikrokanals ab. Die qua-
derformigen Elemente (siche Abbildung 10a) verfiigen eigentlich {iber messerscharfe Kanten,
die als Nebenwirkung des anisotropen Atzprozesses zur Erzeugung der Barriere geformt wur-
den (Wurm, 2011). Solche kantenartigen Strukturen, die entlang der y-Achse sichtbar wéren,

wirken vorteilig fiir den Zellaufschluss (Di Carlo et al., 2003). Die feine Struktur der messer-
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

scharfen Kanten iiber die jeweilige Elementoberfliche wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
berticksichtigt, da sich die Darstellungsqualitéit der Modelle fiir die Simulationen als zu hoch

erwies. Die Abmessungen der Elementtypen sind in Tabelle 4 dargestellt.

a) quaderfomige Elemente b) diisenfomige Elemente
(Draufsicht) (Draufsicht)

1

“|“ “LQM&T

-

-

BDiise

— - —
BQ1.lader

Abbildung 10: Elementtypen der Barriere (Ausschnitt aus Abbildung 9).

Tabelle 4: Abmessungen zu Abbildung 9.

quaderformige Ele- diisenformige Elemente
mente

AQuader =3 pm Apise =3 pm
Bouader =3 pm Bpiise =20 pm
Louader =70 pm Lpiise =120 pm

Wihrend der experimentellen Versuchsreihen von Wurm (Wurm, 2011) traf die Zellsuspensi-
on auf die jeweilige Barriere. Dort deformierten diese CHO-Zellen in die Spalten mit den
Breiten Aquader 0der Apgse hinein. Die Plasmamembran wurde durch die Scher- und Druck-
krédfte der umstromenden Fliissigkeit und der Kanalwand mit den messerartigen Kanten be-
sonders beansprucht. War eine kritische, lokale intramembrane Zugspannung erreicht, so riss

die Membran, wobei dieser Membranriss den Zellaufschluss kennzeichnet.
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der zu modellierende, rdumliche Bereich fiir die Situation des
Zellaufschlusses in zwei rdumliche Bereiche unterteilt. Hiervon entspricht ein Bereich dem
Innenraum des Mikrokanals mit rechteckformiger Querschnittsfliche und konstanten Abmes-
sungen der Kanaltiefe und der Kanalbreite (siche Kapitel 7.1.1). Der zweite Bereich entspricht
einem lateralen Ausschnitt des Anstrombereiches der jeweiligen Barriere, mit deren Frontsei-
te (sieche Kapitel 7.1.2 und 7.1.3). Der letztgenannte Ausschnitt wurde in der Mitte der Kanal-
breite (vgl. Abbildung 9) gewdhlt, da dort die Zellsuspension durch die Mantelfliissigkeit fo-
kussiert wurde. Bei der Mantelfliissigkeit (Wasser) und dem Kulturmedium
,» TC42+Glutamin® handelte es sich um wissrige Medien, wodurch deren Vermischung im

Mikrokanal wahrscheinlich ist.

Fiir die Modellierung des Mediums, welches im Rahmen des Kapitels 7 dieser Arbeit die mo-
dellierten CHO-Zellen umgibt, wurden im Wesentlichen die bekannten Daten eines Standard-
Kulturmediums fiir tierische Zellen, mit den ortlich konstanten Gréen ng = 0,8 mPa's und ps
= 1000 kg/m? — bei unbekannter Temperatur — (van der Pol & Tramper, 1998) verwendet, um
mit einheitlichen mechanischen Eigenschaften des Mediums bessere Vergleichsmoglichkeiten
zu erzielen. Damit wurden die in Kapitel 1 erwdhnten Zwischenschritte ,,Mischen* und

»Quenchen* fiir die Modellierungen in diesem Kapitel vorerst nicht beriicksichtigt.

Der Einfluss des Kulturmediums ,,TC42+Glutamin® auf die temperaturabhéngige Beanspru-
chung der CHO-Zellen zum Thema ,,Quenchen* wurde im Rahmen einer Vergleichsstudie
(siehe Kapitel 8.1.4) mit demineralisiertem Wasser untersucht. Im Folgenden werden nur mit-
telgroBe (dcpo = 12 pm) und kleine CHO-Zellen (dcpo = 7 um) berticksichtigt, da deren Nei-
gung zur Verstopfung der Barrieren, beziiglich der Spaltbreiten, gegeniiber grolen CHO-

Zellen als gering angenommen wird.

Die Ergebnisse der stationdren Stromungssimulationen werden in Kapitel 8.1 vorgestellt.

7.1.1 Mikrokanal vor der Barriere

In diesem Kapitel wird die Modellierung des Innenraums des Mikrokanals mit den Dimensio-
nen der Querschnittsfliche (hkana = 50 um und bgana = 1750 pm, wodurch dp = 97 um) ge-
schildert, mit dessen Hilfe ein vollausgebildete Geschwindigkeitsprofil numerisch ermittelt
werden soll. Das Ziel ist die Priifung der Anwendbarkeit von Gl. (13) (siehe Kapitel 8.1.1) fiir

die Simulationsreihen, die auf Basis der Modellierungen aus den Kapiteln 7.1.2 und 7.1.3
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

folgen sollen. Die Modellierung des Mikrokanals und die Vernetzung des Modells sind in
Abbildung 11a schematisch dargestellt.

a) b)
4 "]hKn.na.l
/ =
» lganal 100
i _ 80 /
= 60
Oxan 40
pm - 20 A
e 60 0 T T T T T
0o 2 4 o6 8 10 12
30 Reh_\'dr [']
L0

0 100 200 300 400 500 pm

Abbildung 11: AuBere Form des Transportkanals (a) und minimale Einlauflinge (b).

Die Lange des Kanals wurde zu lgana = 1500 pm gewéhlt und das Volumen des Modellraums
VModell = bKanal'hKanal' lkanal @anschlieBend fiir die Stromungssimulationen mit 10°® hexaedrischen
Gitterzellen der GréBen 0,02 pm’ bis 4016,68 pm’ nachgebildet. Fiir eine moglichst optimale
Auflosung des Geschwindigkeitsprofils wurden die GréBen der Gitterzellen mit Riicksicht auf
die zu erwarteten Geschwindigkeitsgradienten gewéhlt (sieche Vergroferung in Abbildung
11a). Je groBer das Schergefille, desto kleiner daher die Gitterzellen. Die groBten Gitterzellen

sind somit bei der axialen Symmetrieachse des Transportkanals zu finden.

Mit Abbildung 11b und Tabelle 5 wird deutlich, dass lkana liberdimensioniert wurde, um das
Kriterium der minimalen Einlaufldnge einzuhalten. In der Tabelle 5 sind mechanische Eigen-
schaften des modellierten Mediums sowie die mittlere Stromungsgeschwindigkeit (v¢) und
Renyar in Bezug auf den Mikrokanal dargestellt. Die dargestellten und modellierten Volumen-
strome decken den Bereich der von Wurm (Wurm, 2011) experimentell verwendeten Volu-

menstrome fast vollstdndig ab.
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

Tabelle 5: Parameter des modellierten Mediums.

A%} P nr

I{ehydr

[m/s]  [kg/m?] [mPas]  [-]

V =50 pl/min 0,01 1000 0,8

V=100 pl/min 0,02 1000 0,8
V =500 pl/min 0,1 1000 0,8

1
2
12

7.1.2 Quaderbarriere mit auftreffender CHO-Zelle

Zur Orientierung sei der Leser auf die Abbildung 9 und die Abbildung 10 verwiesen. In Ab-
bildung 12 sind zwei Fille gezeigt, wie eine kugelférmige CHO-
Elemente der Barriere idealerweise treffen konnte. Die beinahe Kugelform der CHO-K1 Zel-
len konnte auf REM-Aufnahmen des Institutes fiir Bioprozess- und Biosystemtechnik der

TUHH (u.a. Abbildung 6) bestitigt werden. Im Fall I wird eine als kugelformig und formstarr

Zelle auf die quaderformigen

modellierte Zelle gezeigt, die zentral auf ein quaderformiges Element trifft.

quaderformige
Elemente

9
"

Modell einer

P K
. |
& [

- v
'

I I L
R Modell einer

X

auftreffenden | auftreffenden
CHO-Zelle .-~ ' CHO-Zelle
(FallI) .-~ ‘.‘ t;“n‘_(Fall D)
T .
b, deyo =7 um b2 ... 1dCH0__: dHin -
BQuader

Abbildung 12: Treffen von CHO-Zellen auf die Quaderbarriere

Im Fall IT wird das gleiche Zellmodell beim zentralen Treffen auf den Spalt zwischen zwei

quaderformigen Elementen gezeigt. Die dargestellten Abmessungen sind b; = Aquader/2, b2 =3
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

um (Fall I) und b, = 2,5 pm (Fall II). Bquader Wurde in Tabelle 4 dargelegt. In beiden Féllen
seien die Mittelpunkte der modellierten CHO-Zellen bei X = Xcno, 1 und Xcno, 1 = XcHo, 1 = 3
um gelegen. Daneben existieren natiirlich weitere Szenarien, wie Xcuo, i1 = Xcno, 1 £ 6 mit 0
um < ¢ < 3 um, die im Folgenden jedoch nicht untersucht werden. Auf die Positionierung
dieser modellierten Zellen entlang der y-Achse (in Richtung der Kanalhdhe) wird in Kapitel
8.1.2 eingegangen.

Um die GroBenverhédltnisse zwischen dem Durchmesser der modellierten CHO-Zelle und der
Barrieren fiir die rdumliche Vernetzung geometrisch hinreichend auflésen zu kénnen, wurde
nur ein kleiner Ausschnitt der Kanalbreite gewéhlt und modelliert. Aus dem gleichen Grund
wurden die messerscharfen Kanten vernachlissigt, wodurch der Einfluss auf die Stromungs-
mechanik durch scharfkantige Geometrieelemente vollstindig vernachléssigt ist. Die Seiten-

kanten der Quader wurden iiberdies unwesentlich gerundet und abgeflacht.

Die Uberlappungen (das Schnittvolumen) der modellierten CHO-Zelle und der quaderformi-
gen Elemente dienen der besseren Vernetzbarkeit des Modells und kénnen als lokale Zellde-
formationen betrachtet werden, welche jedoch nicht verifiziert sind. Es wurden CHO-Zellen
mit einer GrofBe von depyo = 7 um modelliert. Diese Grof3e fallt in den Schnittbereich der Zell-
groflenverteilungen von CHO-Zellen (vgl. Kapitel 5.6.1) und der in der Lebens- und Genuss-
mittelindustrie sowohl flir Abwasserreinigung (Biosorption) genutzten Saccharomyces

cerevisiae-Zellen (Weinzierl, 2008).

In Tabelle 6 sind die modellierten Modellrdume und in Tabelle 7 ihre gleichbleibenden Ab-
messungen darstellt. In den Modellrdumen wurden die modellierten CHO-Zellen in die Mitte
der Kanalhohe positioniert. Die Randbedingungen fiir die Grenzflaichen des Modelraumes
sind mit Buchstaben bezeichnet. Darunter existieren Druckbedingungen (D) mit pp = 101325

Pa, Volumenstromquellen (V) mit v,y = f(y) (Gl. (13)), Symmetriebedingungen (S) mit |v,|s =
0 m/s, [0v/0x|s = 0 1/s und 13 = 0 Pa sowie Wénde (W) mit |v.|w = 0 m/s und tw # 0 Pa. Die

Winde wurden als glatte Oberflichen modelliert, da die geringe Oberflichen-Rauigkeit nicht
aufgelost werden konnte. Die grauen Flidchen dienen der besseren Veranschaulichung der

Eingangsgrenzflachen fiir die Volumenstromquelle.

Der Kanalboden und die Kanaldecke seien bei y = 0 um und y = 50 um positioniert. Neben
der dargestellten Zellpositionen mit der vertikalen Komponente ycno,1 = hmoden/2 (Tabelle 6)
wurden auch die Komponenten ycno2 = hmoden/4 und ycros = Yhmoden/50 flir den Fall I mo-

delliert. Hiermit sollte tiberpriift werden, ob ycpo auf die wirkenden Stromungskrifte an der
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

modellierten Zelloberfliche einen relevanten Einfluss ausiibt. Die in Tabelle 7 gelisteten Ab-

messungen gelten auch fiir ycpo 2 und ycpo 3.

Tabelle 6: Geometrische Modellierungen und Randbedingungen zur Quaderbarriere.

Perspektivansicht/-durchsicht Draufsicht Seitenansicht
y z Y
Orientierung: z
X X z
Kanaldecke. -
%m““ﬁ:ﬂ D| |D W
Spalte == | ||
b hyfoden
i MModell
Frontseite von
Quaderelement ’ﬁJ i F @ W
Fall I (Il & -
T S \deno /|
CHO-Zelle
] B
7 = - = A .
alboden Whodell Hodel 1o Moden
____%Pﬂr —r—
Dyfoden
A Wl W
Fall II: C
\_/
32 ; ew
K IMO(leI.I |
<= e
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

Tabelle 7: Abmessungen zum modellierten Ausschnitt der Quaderbarriere.

Fall I Fall 11
DModell [wm] 10 -
dcro [wm] 7 7
hModenn [um] 50 50
IModett [um] 22 22
1o, Modell [um] 10 10
WModell [wm] 12 12

7.1.3 Diisenbarriere mit auftreffender CHO-Zelle

Der Leser sei zur Orientierung auf die Abbildung 9 und die Abbildung 10 verwiesen. Fiir die
Diisenbarrieren wurde analog zum vorherigen Kapitel 7.1.2 nur der Fall II untersucht. Es
wurden das gleiche Zellmodell und die gleichen Positionierungen dieses Modells entlang der
y-Achse gewéhlt. Die Abmessungen in Abbildung 13 betragen R, = 10 pm, d = 0,5 um, AR
(dcao=7 pm) = 0,53 pm und AR (dcpo = 12 pm) = 0,76 um mit R; + AR = dcpo/2 um. Die
unterschiedlichen AR-Werte ergaben sich aus der Positionierungsmethode entlang der z-

Achse, die einer simplen Schétzung zu Grunde lag.

Die Uberlappungen (bei AR) sind aus gleichen Griinden, wie in Kapitel 7.1.2 beschrieben,
existent. In Tabelle 8 ist die Modellierung fiir dcpyo = 7 um und ycno,1 gezeigt. Die dortigen
neuen Abmessungen sind hyiogen = 50 pm, Ivodenn = 70 pm, Ip moden = 40 um und Wyiogenn = 46
um. Die letztgenannten Abmessungen sind auch fiir die ebenfalls modellierten Zellpositionen
ycno,2 und ycno 3 (analog zu Kapitel 7.1.2) und fiir alle hier nicht gezeigten Modellierungen zu
dcno = 12 um giiltig. Die in der Draufsicht dargestellten Randbedingungen (Abkiirzungen: D,
V, S, W) und das implementierte Geschwindigkeitsprofil entsprechen den Beschreibungen

aus Kapitel 7.1.2.
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen
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Abbildung 13: Treffen von CHO-Zellen auf die Diisenbarriere (modellierte Zellgrofien).

Tabelle 8: Geometrische Modellierung und Randbedingung zur Diisenbarriere.

Perspektivansicht Draufsicht Seitenansicht
Orientie- y s Z y
rung:
g X X Z
Rl f -
Frontseite von
Diisenelement h.‘.lodall W
Fall I1:
CHO-Zelle
Lol i
Kanalbode! T el

]-D. Modell
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

7.1.4 Vernetzungsparameter

Die Vernetzungsparameter zu den Fillen I und II in Bezug auf die Quaderbarriere (siche Ta-
belle 6) sind in der Tabelle 9 und Tabelle 10 préasentiert. Darin stehen Vgitter, max Und  Vitter, min
fiir das grofte und kleinste Volumen einer tetraedrischen Zelle und Agitter, max Und Agitter, min
fiir die groBte und kleinste Seitenflache solcher Zellen. Ncpo und Nyoumen geben die Gesamt-
anzahlen an Oberfldchenelementen der CHO Zelle und an tetraedrischen Volumenelementen

an.

Tabelle 9: Modell-Vernetzungsparameter fiir die Fille I und II sowie ycyo,1 an der Quaderbarriere.

Fall I Fall 11
VGitter,max  [m’] 0,13 0,15
VGitter, min [pm’] 5e-5 7e-5
AGiter, mx  [Hm’] 0,62 0,72
AGiter. mn  [um’] 0,002 0,002
Ncho [-] 1726 4090
Nvolumen [-] 636225 688817

In Tabelle 10 sind die Modell-Vernetzungsparameter des Modellraumes im Fall II fiir die ver-
tikalen Positionskomponenten der modellierten CHO-Zelle (ycno.1, Ycno2 und ycmo3) darge-
stellt. Da Vgitermin Und Agittermin gro genug sind, kann die Kontinuums-Theorie und damit
Gl1.(13) fiir die numerischen Berechnungen der Strémungsmechanik angewendet werden (vgl.

dazu Kapitel 3.1).

Tabelle 10: Modell-Vernetzungsparameter fiir den Fall II sowie ycpo,1 an der Quaderbarriere.

Fall IT
ycHO = hmodel’2  Ycno = hmoden/4 Ycno = 9hmoden/50
Viter, max  [pm’] 0,15 0,16 0,16
Viter. min~ [m’] 7e-5 Te-5 7e-5
AGiter, max  [m’] 0,72 0,66 0,62
AGiter, min  [um’] 0,002 0,002 0,002
Ncro [-] 4090 4090 4090
Nvolumen [-] 6388817 703168 714000
46

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

Die Vernetzungsparameter flir die Modellrdume, betreffend die Diisenbarrieren, sind in der
Tabelle 10 und Tabelle 11 dargestellt. Darin sind Vgiter, min Und Agitter, min €rneut grof3 genug,
um die Kontinuums-Theorie im Sinne der GI. (13) anzuwenden. Aufgrund der im Vergleich
zu den Modellen der Quaderbarriere grofleren Modellrdume und der beschriankten Rechner-
leistung wurde die CHO-Zelle diesmal geometrisch niedriger aufgelost. Dadurch wurde die
Umstromung der CHO-Zelle ebenfalls niedriger aufgeldst. Bei einem Ergebnisvergleich zwi-

schen Quader- und Diisenbarriere muss dieser Umstand berticksichtigt werden.

Tabelle 11: Vernetzungsparameter der Modelle fiir den Fall II bei den Diisenbarrieren.

dcoo =7 pm dcao =12 pm
YcHo,1 YcHo,2 Ycuozs YcHo,1 YcHo,2 YcHo,3
Veiter.max ~ [0m’] 0,25 0,24 0,25 0,24 0,24 0,24
Viter, min [m’] 3e-4 3e-4 3e-4 3.4 3.4 3.4
AGiter.max  [pm’] 0,87 0,91 0,92 0,9 0,88 0,99

Agitter, min [Hmz] 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007 0,007
Ncho [-] 592 592 592 1936 1936 1936
Nvolumen [-] 1321875 1318515 1321165 | 1315239 1313433 1315762

In Abbildung 14 wird eine einfache und zweifache Aussparung der Oberflachenvernetzung,
bestehend aus planaren Dreiecken, in Bezug zur Quaderbarriere und ycpo, gezeigt. Diese
Aussparungen resultieren aus den Uberlappungen zwischen der CHO-Zelle und den Elemen-

ten der Quaderbarriere. Die Aussparung in Fall I ist um circa 4 pm? groBer als jene in Fall 11.

Fall I y

Abbildung 14: Geometrische Auflésung und Aussparung der Oberfliichenvernetzung von modellierten CHO-Zellen.

Mit den Aussparungen ergibt sich ein weiterer Indikator fiir die Vernetzungsqualitét, nimlich
der tatsidchlich modellierte Flacheninhalt der CHO-Zelloberfliche (Tabelle 12). Die unter-

schiedlichen Werte von Agitter, cHo Welche durch ANSYS Fluent bestimmt wurden, resultieren
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

aus den unterschiedlich groBen Uberlappungsbereichen und geometrischen Aufldsungen der

jeweiligen CHO-Zelle.

Tabelle 12: Vergleich der Flicheninhalte der modellierten Zelloberfléichen.

A [pm’] Quader Diisen
dcno =7 pum dcuo =17 pm ‘ dcuo =12 pm
Fall Fall IT Fall II
I
YcHo,1 YcHo,1 YcHo,2 YcHo,3 YcHo,1 YcHo,2 YcHo,3 YcHo,1 YcHo,2 YcHo,3
AGmgr CHO 143,6 147,7 147,5 147,5 124,3 124 123,9 406,2 406 405,8

In Abbildung 15 sind die Flichensummenverteilungen der Oberflachenvernetzung (Berech-
nung: siche Anhang) aus den Kapiteln 7.1.2 und 7.1.3 gezeigt. Bei zwei gezeigten Kurven
liegen drei Flichensummenverteilungen iibereinander (siche Legende in Abbildung 15), da
die fiir die Modellierung bereits vernetzte CHO-Zelle einfach entlang der y-Achse verschoben
wurde. Jede Anzahlverteilung besteht aus jeweils Ncyo Punkten und wurde, aufgrund der ho-
hen Anzahl der Stiitzstellen Ncpo (vgl. Tabelle 11), zu einer durchgehenden Kurve interpo-
liert. Das grofite Flachenelement der Zelloberfldche beziiglich der Quaderbarrieren im Fall 1

von 0,15 pm® reprisentiert 0,1 % der modellierten Zelloberfliche. Bei den Diisenbarrieren hat

das grofite Flichenelement mit 0,31 um? einen Anteil von 0,25 %.

degro=7 HIn

FallII (Quader):
sesese Voo 1, YCHO 2, YCHO S|

Falll (Quader):

- = == YCHO,]

Fall T (Diser):

- e VCHO
YCHO,1, YCHO, 2, YoHO, 3]

depo=12 um

0.36

0.24

Agitter,1 [MM?]

Abbildung 15: Flichensummenverteilung Q, der Vernetzungsflichen Agier, i
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

7.1.5 Bestimmung der Stromungskrifte

Um die Beanspruchungen einer CHO-Zelle in den dargestellten Situationen (Kapitel 7.1.2
und 7.1.3) zu charakterisieren, wurden die Stromungskréfte auf die modellierten CHO-Zellen
in Richtung der Hauptstromung (F,) und der Kanaldecke (Fy) numerisch bestimmt. F, ist da-
bei die Stromungswiderstandskraft und Fy die dynamische Auftriebskraft. Beide Krifte wer-
den zur Veranschaulichung in Abbildung 16 dargestellt, welche sich an den Seitenansichten

aus Tabelle 6 orientiert.

modellierte
Zelloberfldche

quaderformiges
Element der Barriere

Abbildung 16: Betrachtung der modellierten und vernetzten Zelloberfliche.

In der Berechnungsvorschrift nach Gl. (33) ist die Gesamtkraft F die Summe der Krifte auf

alle planaren Dreiecksflachen Fgiter, i:

NCI]O NCIIO

FX
F=|F, |= > Fgui =D (e, oF, +e, oF). (33)
FZ

Gitter,i
i=1 i=1

Die Kriftevektoren Fp und Fg stehen fiir die jeweiligen Druck- und Reibungskrifte, welche
durch die simulierte Umstromung der CHO-Zelle auf die entsprechenden Vernetzungsflichen
wirken. Beide Vektoren werden liber das Skalarprodukt mit e, multipliziert, das den jeweili-

gen Einheitsnormalenvektor in y- und z-Richtung angibt.

Die GroBe des Uberlappungsbereichs (vgl. Abbildung 14) beeinflusst die F,- und F,-Krifte.
Auf stromungsabgewandter Seite der modellierten Zelloberflache verursacht die ausgesparte
Vernetzung eine fehlende Gegenkraft, die in der Realitdt durch die Wande der Barriere entge-
gengebracht wird. Die Auswirkungen werden in Kapitel 9.2 anhand von Vergleichsberech-

nungen diskutiert.
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

7.2 Ablosen einer haftenden CHQO-Zelle von einer Kanalwand

Sobald eine CHO-Zelle mit Elementen einer rdumlichen Barriere (sieche Kapitel 7.1.2 und
7.1.3) oder Kanalwédnden in Beriihrung kommt wirken Haftkrdfte. Um die dadurch haftende
CHO-Zelle wieder abzuldsen, miissen entsprechende Gegenkrifte aufgebracht werden. Dieses
Kapitel widmet sich deshalb der Modellierungen von experimentell untersuchten Ablosesitua-
tionen, die in Kapitel 2 vorgestellt wurden. Die Ergebnisse der stationdren Stromungssimula-
tionen werden in Kapitel 8.2 gezeigt. Die Stromungskrifte auf die modellierten Zelloberfla-

chen wurden nach der gleichen Methode bestimmt, wie in Kapitel 7.1.5 dargelegt wurde.

7.2.1 Ausschnitt des Mikrokanals

In Abbildung 17 ist der quaderférmige Modellraum fiir die Stromungssimulationen als Teil

des Mikrokanals perspektivisch dargestellt.

Kanalkanten (Perspektivansicht

T

(W VPR P

modellierte Deformationsphase
einer haftenden CHO-Zelle

Abbildung 17: Perspektivansicht eines Kanalausschnitts mit Betrachtungsraum fiir die Stromungssimulationen.
(Schnegas et al., 2013).

Die Hohe des Modellraums entspricht dabei der Hohe des Mikrokanals. Daneben ist bgana >
bumode- Auf dem Boden des Mikrokanals, respektive Modellraums, wurden modellierte Zell-
formen als Deformationsphasen einer haftenden CHO-Zelle mittig positioniert. Weitere In-
formationen zu den Deformationsphasen werden in Kapitel 7.2.2 gegeben. Von der Flache

mit der Bezeichnung ,,Einlass® stromt das Medium mit einem definierten Geschwindigkeits-
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

profil in den Modellraum. Das Geschwindigkeitsprofil nach Gl. (9) wird hier angewendet, da

das Kriterium bganal >> hganar fir GL.(13) von diesem Mikrokanal nicht eingehalten wird.

Die entsprechenden Abmessungen sowie wichtige Simulationsparameter (Zhang et al., 2008)
sind in Tabelle 13 gelistet. Darin ist auch die Beanspruchungszeit der haftenden CHO-Zellen
durch konstante Stromungsbedingungen (Atg) aufgefiihrt.

Tabelle 13: Parameter fiir die Stromungssimulationen zur CHO-Wandablésung.

Abmessungen Parameter Annahmen
bKanal 320 pm \Y 55,1 pl/min | pr 1000 kg/m?
hxanal 60 um uli 1,045 mPa-s dcro 5,12,20 um
bModell 100 um Atg ~2 min Phyar™ O Pa
hodell 60 um Zellablosung > 90 % PBemg® 101325 Pa
IModell 100 pm

Fiir die Simulationen mussten Annahmen getroffen werden, die in Tabelle 13 (rechte Spalte)
dargestellt sind. Der hydrostatische Druck ppya:* bezieht sich auf die Fliissigkeit bei y = hxanal.
Letzteres impliziert keine weitere Fliissigkeitssdule oberhalb der Kanaldecke. Es ist jedoch
davon auszugehen, dass durch den Versuchsaufbau in Zhang et al. (Zhang, Jones, & Haswell,
2008) eine Fliissigkeitssdule existiert. Durch pges™ als Bezugsdruck am Auslass werden die
Randbedingungen fiir die numerischen Stromungssimulationen komplettiert. Dieser Druck
PBeng™ 15t eigentlich etwas zu niedrig angesetzt, da im Versuchsaufbau ein ldngerer Kanalab-

schnitt und mindestens ein Ventil folgen.

In Gl. (9) wurde die Anzahl der Summanden zur Berechenbarkeit von o« auf jeweils 1999
reduziert, womit eine Berechnungsgenauigkeit von |v,(X, y, 1 = 1999) — v, (x, y, 1= 1997)| <
10” m/s auf einem iiber die gesamte Einlassfliche ausgebreiteten, quadratischen und zehntau-

send Stiitzpunkte umfassenden, fiktiven Gitter gegeben ist.

7.2.2 Modellierte Deformationsphasen der CHO-Zelle

Da die Verformungen der CHO-Zellen zeitlich vor ihrer Ablosung von der Kanalwand aus
Zhang et al. (Zhang, Jones, & Haswell, 2008) schwerlich abzuschitzen sind, wurden quasi-

stationdre Deformationsphasen nachgebildet, deren geometrische Modellierungen auf sphiri-
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

schen und halb-ellipsoid-formigen Korpern basieren. Es wurde ein Set aus drei Deformati-
onsphasen fiir jede betrachtete ZellgroBe modelliert. Die Zellgrofe entspricht dabei dem
Durchmesser einer volumenédquivalenten Kugel d,. Damit wird angenommen, dass die CHO-
Zellen wéhrend ihrer Deformation kein Wasser iiber die Plasmamembran abgeben oder auf-

nehmen.

a) b)

0,5 um %mw@w Wand

c)
Orientierung Form I Form II Form III
yl_
z

Abbildung 18: Grundkoérper (a: Kugel, b: gedrehter Halb-Ellipsoid) der modellierten Zellformen (c)
(Schnegas et al., 2013).

Die Grundkorper der Deformationsphasen (Kugel und Ellipsoid) sind in Abbildung 18a und
18b dargestellt. Zu Beginn der Scherbeanspruchung ist die CHO-Zelle noch beinah kugelfor-
mig, weshalb Form I auf einer Kugelform basiert (siche Abbildung 18a und 18c). Um die lo-
kale Vernetzbarkeit am Kontaktbereich zur Reduzierung von stark unregelméfig-geformten
Gitterelementen zu verbessern, wurde eine Uberlappung mit dem Kanalboden zu willkiirlich
0,5 um festgelegt. Hierdurch wird die Schnittfldche als Kontaktflache geschaffen, deren Gro-
Be jedoch nicht validiert ist. Nach Erhohung der Scherbeanspruchung durch die Strémung
wird die CHO-Zelle in Richtung der Hauptstromung deformieren, weshalb die Formen II und
III (siche Abbildung 18b und 18c) auf gedrehten Halb-Ellipsoiden mit den Drehwinkeln o =
30 ° (Form III) und a = 45 ° (Form II) basieren. Die Rotationsachse ist immer die Querachse
der Ellipsoide, welche jeweils in der Kanalboden-Ebene liegt (vgl. Abbildung 17). Diese
Ebene ist gleichzeitig die Schnittebene, welche den unteren Teil der gedrehten Ellipsoide her-

ausschneidet.
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

7.2.3 Vernetzungsparameter

Es wurde versucht, die geometrische Auflosungsqualitit samtlicher geometrischer Formen zu
den Deformationsphasen gleich zu gestalten, damit die Umstromung der modellierten CHO-
Zelle dhnlich gut aufgeldst wird. Dies erhoht die Vergleichbarkeit der Simulationsergebnisse.
In Abbildung 19 ist die Auflosungsqualitit der Zelloberfliche dargestellt. Der GroBteil aller
Vernetzungsflachen besitzen eine Grofle von 0,1 umz < AGitteri < 0,4 umz. Daher kann die
mittlere geometrische Auflosungsgenauigkeit der Zelloberflichen in jenem GroBenbereich
gesucht werden. Die Form [ ist mit den kleinsten Gitterflichen bei gleichem d, vernetzt. Von
Form 1, iiber II bis III nimmt die Breite der FlichengroBenverteilung zu. Diese scheinbare
Abhiéngigkeit resultiert aus dem Algorithmus zur Vernetzung von Oberflichen des Pro-

gramms Gambit.

L st
0.75 - i
p— d(_‘H() = SJJ.IT]: Form |
—_ - = dcyo = Spum: Form 11
=~ 054 Al e deno = Sum: Form 111
© — dcpo = 12pum: Form |
- - dcyo = 12um: Form 11
gesd 2090909090 JAdwdd 0 T depo = 12pum: Form 111
N — depo = 20pum: Form 1
- - dcyo = 20pum: Form II
------- deno = 20um: Form 11
0 T
0 0.4 0.5

Acitter; [0m?]

Abbildung 19: Flichengrofienverteilung der Vernetzungsflichen der Zelloberfliche bei verschiedenen Deformations-
phasen.

Eine mogliche Rolle dabei konnte die Zunahme der rdumlichen Asymmetrie an der Grenzlinie
zwischen CHO-Zelle und Kanalboden von der stromungszugewandten zur stromungsabge-
wandten Seite von Form I iiber II bis III spielen. Zudem spiegelt sich die geometrische Auflo-
sungsqualitit der CHO-Zelloberfldche in den Ncuo-Werten (Tabelle 14 oben) wieder. In glei-
cher Tabelle zeigen Vgiter Und Agiter SOWi€ Numoden, dass die Volumenvernetzungen der Mo-
dellrdume &hnlich sind in Bezug auf nur diese Werte. Die Anwendbarkeit der Kontinuums-

Theorie fiir die numerischen Stromungssimulationen wird wieder tiber Vgier, min Und Agitter.min
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7 Modellierung von Umstromungen an suspendierten CHO-Zellen

belegt. Die unterschiedlichen Werte von Ncpo je ZellgroBe liefern keinen Zusammenhang zu
den Formen I, II und III, wodurch eine Grenze der Vergleichbarkeit aufgezeigt wird. Die
Nuoden-Werte (Tabelle 14 unten) stellen Grenzwerte flir die Rechenleistung des verwendeten

Computersystems dar, ab denen es zu Systemabstiirzen kam.

Tabelle 14: Vernetzungsparameter des Modellraums in Abhéngigkeit der Zellgrofie und —form.

Vernetzung: dcao =5 pm dcao =12 pm dcro =20 pm
| 11 111 1 11 111 1 11 111

Veiter, max  [um’] | 1,11 1,13 1,07 1,07 1,01 1,01 1,06 1,05 0,99
Vaitter, min [ um3] 6e-4 Be-4 8e-4 6e-4 6e-4 8e-4 6e-4 Be-4 6e-4
AGiter max  [pm°] | 2,41 221 223 | 242 217 228 | 239 22 225
AGiter.mn  [um*] | 0,01 0,0 0,01 | 001 0,01 001 | 001 001 0,01

Ncho [-] 358 352 342 2014 2088 2224 5678 5365 5449
Vernetzung: dcoo =5 pm dcoo =12 pm dcao =20 pm
I 11 111 I 11 111 | 11 11

Nmoden  [-] 1,3e+6 1,4e+t6 1l4et+6 | 1,3et6 1,4et6 1,4e+6 | 1,3e+t6 1,4et6 1,4et+6
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8 Ergebnisse zu den Umstromungssimulationen

Die in diesem Kapitel présentierten Simulationsergebnisse basieren auf stationdren Stro-
mungssimulationen, welche mit der kommerziellen Software ANSYS Fluent 12.0.16 (Einstel-
lung: 3d, dp, pbns, lam (3d, double precision, pressure-based, laminar)) durchgefiihrt wurden.

Die dafiir festgelegten, absoluten Konvergenzkriterien sind in Abbildung 20a dargestellt.

a) b)
Ml
Residual Menitors ﬂ
Options Equations
Print to Console Residual Monitor Check Convergence Absolute Criteria =
Flot continuity 1e-06
Window - w-velocity le-06 . *
- V. v
) y-velodty 1e-06 e aus
Herations to Plot ——{ Modellraum ———
[0 @ [eveoaty i :
1000 = z-velodty 1e-06 : :
Residual Values Convergence Criterion -
Iterations to Store [] Mormalize M A V= ?
1000 Tterations
= = =
~
Scale
[ OK ] [ Flot ] [Rennrmalize ] [ Cancel ] [ Help ]
h

Abbildung 20: Einstellungen in Fluent (a). Bestimmung der Konvergenz jeder Simulation (b).

Als Indikator fiir die Konvergenz jeder Simulation wurde weiterhin die entsprechende Mas-
senbilanz herangezogen und diese in eine Volumenbilanz umgerechnet. Die Berechnungswei-
se ist in Abbildung 20b dargestellt und bedeutet exakt AV = Vi, — Vau. In den folgenden Ab-

schnitten wird AV als Konvergenzindikator bezeichnet.

8.1 Treffen einer suspendierten CHO-Zelle auf eine Barriere

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der Stromungssimulationen zur Situation ,,Zellauf-
schluss® (vgl. Kapitel 2) gezeigt. Die Modellierungen und Diskussionen hierzu sind in den

Kapiteln 7.1 und 9.2 zu finden.

8.1.1 Geschwindigkeitsprofil im Transportkanal und vor den Barrieren

In Abbildung 21 sind Vergleiche zwischen den numerisch bestimmten o6rtlichen Geschwin-
digkeiten entlang dreier Hohengrade v, (0 pm <y < hgana, X = konst.) mit dem analytisch be-
stimmten Geschwindigkeitsprofil nach Gl. (13) fiir V¢ = 50 pl/min und V¢ = 500 pl/min dar-
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

gestellt. Die numerisch bestimmten Geschwindigkeiten beziehen sich auf die Flachenmittel-
punkt-Koordinaten der Gitterzellen, die die Ausgangsfliche (Abbildung 10a, Riickseite) ver-
netzen. Auf die gleichen Koordinaten wurde GI. (13) angewandt. Die in Abbildung 21 darge-
stellte Koordinate x bezeichnet Linien entlang der Kanalh6he, wobei bgana = X2 — x; mit x; =

0 um und x; = 1750 um gilt.

a) 50 %
X$3'$'$--a;.,.$ V;= 50 pl/min
40 4 XX o TTEp.
XX "'Gi.___@
= + x=875num b
g 30 T @
= O x=100pm X @D
B X rx =10 um -
BED X=L0m s
------- - analytischy, - ®
, YIS0 o
10 - XX e-"@"'e'“
XEB@.@-GB"
( %i T T T
0,000 0,004 0,008 0,012 0,016
v, [m/s]

b)

V, = 500 pl/min

v, [m/s]

Abbildung 21: Vergleich zwischen dem numerisch bestimmten Geschwindigkeitsprofil und Gl. (13).

In Abbildung 21a und 21b wird deutlich, dass v, und Gl. (13) bei x = 100 um und x = 875 pum
gut libereinstimmen. Die Abweichungen betragen nur bis zu 2 %. Bei x = 10 um sind die
Abweichungen weitaus groBer. Daher wird festgelegt, dass im Bereich 100 um < x < 1650
um die Gl. (13) mit einer gewissen Genauigkeit genutzt werden kann, welche abhéngig von
der 6rtlichen Vernetzung ist. Die Konvergenzindikatoren ergaben AV (V = 50 pl/min) = 3e-08
ul/min und AV (V =500 pl/min) = 3e-07 pl/min.

Die Anderung des Strdmungsprofils vor der Barriere soll anhand zweier Beispiele visualisiert
werden. Dafiir wurden drei willkiirlich ausgesuchte Schnittebenen z = z; (Eingangsgrenzfla-

che), z = z; und z = z3 (Barriere) durch den jeweiligen Modellraum gelegt, um das entspre-
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

chende Stromungsprofil zu préisentieren (siche Tabelle 15). Das eigentliche Profil wird durch
gefdrbte Geschwindigkeitsvektoren dargestellt, deren Farblegende im rechten Bereich von

Tabelle 15 zu finden ist.

Tabelle 15: Verinderung des Geschwindigkeitsprofils mit zunehmender Néhe zur Quadergeometrie.

Drauf-/Durchsicht Seitenan-/Durchsicht Skala
V =500
Orientierung: .
pl/min
0,4 m/s
Fall II:
(Quaderbarriere)
0 m/s
B 04ms
A W 2
- .
Fall II: 0 =
, _ - B R
(Diisenbarriere) £ -
3 | e = )
P w =

Das Geschwindigkeitsprofil flacht offensichtlich von z; zu z; in vertikaler Richtung ab. Dieses
Phénomen kann mit der lateralen Umleitung der Stromung (in x-Richtung) in die Spalte er-
klart werden. Wahrend der Stromungsumleitung entsteht vor den Elementen der Barriere ein
Staudruck, welcher im Zentrum der Kanalhéhe am groften ist, aufgrund der dort hochsten
Stromungsgeschwindigkeiten. Da der Staudruck der Kanalstromung entgegen wirkt, wird ein
Teil des Volumenstroms vor den Spalten im Zentrum des Kanals in Richtung Kanaldecke und
-boden abgedringt, da dort der Gegendruck niedriger ist. Die hoheren Geschwindigkeiten bei
73 konnen durch die Halbierung des durchstrombaren Querschnitts innerhalb der Barriere,

durch Einhaltung der Massenbilanz, erklédrt werden.
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

In der Seitenansicht des Diisenmodells (siche Tabelle 15) sind rétliche Geschwindigkeitsvek-
toren nahe der modellierten CHO-Zelle bei z3 auffillig, welche rechtsseitig aus dem Profil
herausstechen. Beim Quadermodell ist dieses Phdnomen mit abgeschwichter Intensitét sicht-
bar. Die Kontinuititsgleichung mag dabei eine wesentliche Rolle spielen, da Fliissigkeitsmo-
lekiile fiir die Umstromung der CHO-Zelle beschleunigt werden miissen, wodurch auch die

virtuelle Massenkraft resultiert.

8.1.2 Quaderbarriere mit auftreffender 7um-CHO-Zelle

Fiir die Quaderbarriere wurden V = 50 pl/min, 100 pl/min und 500 pl/min simuliert. In Ab-
bildung 22 ist ein Vergleich der Fille I und II fiir die Zellposition ycno,1 in Bezug auf F, und

F, ohne Beriicksichtigung des Atmospharendrucks gezeigt.
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Abbildung 22: F,(Recyo) und Fy(Recyo) in Fall I und IT an der Quaderbarriere.

Als Bezugsparameter wurde Recpo ausgewihlt, da hierdurch relevante Geometrie- und Stro-

mungsparameter direkt und indirekt beriicksichtigt werden. Als Anstromgeschwindigkeit via
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

wurde der Betrag des Geschwindigkeitsmaximum vom Stromungsprofil gewihlt. Durch die
Anderung des Stromungsprofils auf der stromungszugewandten Seite der Barriere (vgl. Kapi-
tel 8.1.1) ist die Wahl dieser Geschwindigkeit fragwiirdig, da nicht untersucht wurde, wo dort
genau sich das Stromungsprofil signifikant zu verdndern begann. Aus Abbildung 22a ist er-
kennbar, dass die ermittelten Kréfte F, zu den Fallen I und II keinen signifikanten Unterschied
aufweisen. Zum einen konnte dies darauf hindeuten, dass die Unterschiede bei der geometri-
schen Auflosung der jeweiligen CHO-Zelle und der Vernetzung des jeweiligen Modellrau-
mes, im Rahmen der betrachteten Genauigkeit, vernachldssigbar klein sind. Zum anderen
konnte die laterale Symmetrie der Barriere, zusammen mit der mehrfachen Symmetrie (links-
und rechtsseitig der modellierten CHO-Zelle, in vertikaler Richtung mit Bezug auf den Zell-
mittelpunkt) in den Féllen I und II, zu diesem Ergebnis fiihren. In Abbildung 22b sind die
Krifte Fy zu den Féllen I und II unterschiedlich. Bei Fall I wirken die Druckkrifte in Richtung
der Kanaldecke und die Reibungskrifte in Richtung des Kanalbodens (hier nicht gezeigt). Bei
Fall II ist dieser Zusammenhang umgekehrt. Die wesentlich geringere Grofe der Krifte Fy im

Vergleich zu den Kriften F, macht Fy scheinbar unbedeutend.

In Abbildung 23a wird der Einfluss der Auftreffposition auf F, prasentiert. Die Werte fiir vea
in Recpo wurden mit der Gl. (13) analytisch ermittelt. Mit zunehmendem Volumenstrom ver-
groBert sich offensichtlich auch F,. Je Volumenstrom ist keine bedeutende Abhingigkeit be-
ziiglich F, von ycno.1, Ycno2 und ycnos zu erkennen, was eine Folgeerscheinung der Abfla-
chung des Geschwindigkeitsprofils sein kann (vgl. Kapitel 8.1.1). Obendrein suggerieren die
immer grofer werdenden Recpo-Bereiche je V eine Abhingigkeit, die mit Beriicksichtigung
der Abflachung des Geschwindigkeitsprofils weniger bedeutsam ausfallen konnte. Daher
scheint hier die Frage angebracht, ob v fiir Recno passend gewéhlt wurde. Die Druckanteile

der ermittelten Kréfte von F, liegen hierbei zwischen 72 % und 74 %.

In Abbildung 23b wird der Einfluss der Auftreffposition auf F, prisentiert. Wie auch in Ab-
bildung 23a scheint FyocRecho bei ycrop und ychos. Die vertikale Stromungskomponente
des abgedrangten Volumenstroms, zusammen mit dem Schergefille der eigentlichen Kanal-

stromung, wird dies verursachen.
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Abbildung 23: F,(Recno, Ycno) und Fy(Recno, ycno) bei Fall IT an der Quaderbarriere.

o

Von ycno. zu ycnos nimmt der Einfluss dieses Schergefilles auch zu. Da die Position ycro,1
aufgrund ihrer Lage im Zentrum der Kanalhdhe zusétzlich im Zentrum der horizontalen
Symmetrieachse des Hauptstromungsprofils liegt, ist Fy = 0 uN selbsterkldrend. Die Druckan-

teile der ermittelten Krifte von Fy liegen hierbei zwischen 49 % und 68 %.

Fiir jedes Simulationsergebnis in diesem Kapitel ist der Konvergenzindikator|AV| < 4-10™

ul/min.

8.1.3 Diisenbarriere mit auftreffenden 7um- und 12pm-CHO-Zellen

In Abbildung 24a werden die Ergebnisse der F,-Krifte auf die modellierten CHO-Zellen vor
den Spalten der Diisenbarriere ohne Beriicksichtigung des Atmosphéirendrucks gezeigt. Im
Wesentlichen sind die gleichen F,(Recno)-Abhingigkeiten wie bei dem analogen Fall vor der

Quaderbarriere fiir die modellierten Zellen mit dcyo = 7 um festzustellen.
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Abbildung 24: F,(Recno, Ycnos dcuo) bei Fall I an der Diisenbarriere.

Die F,-Krifte sind um einen Faktor von ca. 10 stirker als die Dargestellten in Abbildung 23a,
was mit der viel kleineren durchstrombaren Querschnittsfliche von ca. 3Akana/23 begriindet
werden kann. Daneben liegen Ergebnisse fiir die ZellgroBe dcpo = 12 pm vor, mit deren Hilfe
ein F,-Vergleich in Abhéngigkeit der Zellgrole moglich ist. Diese F, (dcno = 12 pm)-Krifte
sind anscheinend den gleichen Abhéingigkeiten unterworfen und erwartungsgemal stirker, da
die Umstromung im groferen Ausmall vonstattengehen muss. Der Druckanteil von F, steigt
von 91,2 £ 0,4 % bei dcyo = 7 um auf 94 £ 0,6 % bei dcyo = 12 wm an, was der grofleren Wi-

derstandsprojektionsfliche bei letztgenannter Zellgrofle geschuldet ist.

In Abbildung 24b sind die entsprechenden Fy(dcuo = 7 pm)- und Fy(dcho = 12 um)-Kréfte
gezeigt. Es konnen die gleichen Fy(Recno)-Abhdngigkeiten wie in Abbildung 23b abgeleitet
werden. Die |Fy(dcno = 7 pm)|-Krifte sind ebenfalls erwartungsgemiB stérker. Jedoch ist ein

weitaus markanterer Unterschied (AFy = |Fy (ycHo,2) - Fy (Ycno,3)|) im Vergleich zu Abbildung
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

23b offensichtlich. Bei dcgo = 12 pum ist dieser besonders ausgepréigt. Als Erklarungsansatz
dient die im Vergleich zur Quaderbarriere kleinere durchstrombare Querschnittsfliche, durch
die anteilig ein hoherer Volumenstrom flieBen muss. Daher bewirken die lateralen Umleitun-
gen der Stromung vor den Diisenelementen stirkere Stromungseffekte in vertikaler Richtung.
Mit zunehmender Zellgroe wird zusidtzlich mehr Durchstromungsfliche am Spalteingang

blockiert, wodurch die wirkenden Krifte ebenfalls stiarker werden.

Eine Analyse der Kraftzusammensetzung fiir die Positionen ycpo» und ycno 3, bei denen der
Druckanteil gegeniiber dem viskosen Anteil im Vordergrund steht, ist in Abbildung 25 ge-

zeigt.
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Abbildung 25: Druckanteile von Fy(dcro, Ycno) an der Diisenbarriere.

Die Position ycno,1 wurde vernachldssigt, da die hierzu ermittelten F,-Kréifte vernachldssigbar
klein sind. Die Fehlerbalken kennzeichnen den Schwankungsbereich fiir V = 50 ul/min, 100
ul/min und 500 pl/min. Bei Fy(dcuo = 12 um) sind die Druckanteile jeweils hoher als bei
Fy(dcho = 7 pm). Eine einleuchtende Erkldrung dazu ist schwerlich zu finden. Es kann vermu-
tet werden, dass die stirkere Umstromung der groBeren CHO-Zellen (dcpo = 12 um) weniger
ins Gewicht fillt als die Staudruckzunahme an der jeweiligen Oberseite der gleichen CHO-

Zellen.

Weiterhin ist erkennbar, dass die Druckanteile bei Fy (ycno3) groBer sind als bei Fy (ycho.2),
was dem hydrostatischen Druck zugeschrieben werden konnte. Die Konvergenzindikatoren

der Simulationsergebnisse aus diesem Kapitel betragen |AV| < 1,1-107 pl/min.
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

8.1.4 Temperaturabhingigkeit der wirkenden Krifte

Wird der Zellaufschluss nicht bei Temperaturen von T = 20 °C durchgefiihrt, so werden
Fy(T), FAT) = f(ps, nr). In Abbildung 26 sind die Ergebnisse einer Simulationsreihe zur Dii-
senbarriere fiir den Fall I, V = 50 pl/min, ycpo, und dcpo = 12 pm ohne Beriicksichtigung
des Atmosphérendrucks dargestellt. Die Symbole ,,Punkt* und ,,Kreis* stehen dabei fiir demi-
neralisiertes Wasser bei p, = 10° Pa (Wagner, 2006) und ,,TC42+Glutamin® bei p, = 101325
Pa (siche Kapitel 6) als Transportmedien.

0.25
02 4e¢ O
L]
= 0.15 A .
g
e ®
= 0.1 A .
005 { ® Demineralisiertes Wasser
O TC42+Glutamin
[} 1 1 1

0 10 20 30 40
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Abbildung 26: Einfluss der Temperatur auf die Stromungskrifte am Beispiel einer 12pm-CHO Zelle.

Mit zunehmender Temperatur des demineralisierten Wassers im Bereich 1 °C < T < 30 °C
schwicht die entsprechende Kraft F, ab. Ein signifikanter Unterschied bei F, in Abhédngigkeit
der Transportmedien bei 4 °C bis 5 °C und 20 °C ist nicht erkennbar, was mit dhnlichen me-
chanischen Eigenschaften begriindet werden kann. Fiir andere Temperaturen im Bereich 1 °C
< T < 30 °C wird zudem kein signifikanter Unterschied erwartet. Es wird jedoch angenom-
men, dass die Kraft F, mit zunehmender Temperatur ebenfalls schwicher wird. Durch die
Streuung der Massendichte sind die Fehlerbalken bei TC42+Glutamin und T = 20 °C ver-
nachldssigbar klein und nicht sichtbar. Der Konvergenzindikator der Simulationen zu diesem

Abschnitt ist [AV] < 8107 pl/min.
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

8.2 Ablosen einer haftenden CHQO-Zelle von einer Kanalwand

In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Stromungssimulationen zum modellierten
Ablosevorgang von suspensions-adaptierten CHO-Zellen von einer Kanalwand (vgl. Kapitel
2) gezeigt. Die Modellierungen und Diskussionen hierzu sind in den Kapiteln 7.2 und 9.3 zu

finden.

Die Konvergenzindikatoren zu allen Simulationen fiir diesen Abschnitt ergaben

|AV| < 2,410 pl/min.

8.2.1 Stromungskriifte auf die Zellmodelle

Die ermittelten Krifte Fy und F, ohne Beriicksichtigung des Atmosphérendrucks sind in Ab-
bildung 27 dargestellt. Mit zunehmender Zellgro3e werden die absoluten Krifte [Fy| und |F,|
mit Ausnahme von |Fy(Form I)| stirker. Eine dquivalente Ausnahme bei dhnlichen Bedingun-

gen ist bereits beobachtet worden (Zeng et al., 2005).
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Abbildung 27: Numerisch bestimmten Stromungskriifte, welche auf die modellierten Zelloberflichen beim Ablése-
vorgang der CHO-Zellen wirken (Schnegas et al., 2013).
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

Die rdumlich groBer werdende Stromungsumlenkung mit steigender ZellgroB3e ist fiir die Zu-
nahme der beiden genannten Krifte die ma3gebliche Ursache. Daneben stellen die Krifte Fy <

0 uN einen Indikator fiir real wirkende Drehmomente auf die CHO-Zelle dar.

Um eine scheinbare Abhingigkeit, z.B. Fy(dCHoz) oder F,(dcno?) im betrachteten GroBenbe-
reich von dcpo, bei den Formen II und III zu identifizieren, hétten fiir die Untersuchungen

weitere ZellgroBen beriicksichtigt werden miissen.

Bei gleicher ZellgroBe gilt offenbar F, (Form I) > F, (Form II) > F, (Form III), was mit einer
steigenden, orthogonalen Projektionsflache in Richtung der Hauptstrémung und —Zellhdhe (in
y-Richtung) erklirt werden kann (Schnegas et al., 2013). Die Beziehung |F, (Form III)| > |Fy
(Form IT)| > |Fy (Form I)| ldsst sich mithilfe der Abbildung 18 und folgendem Gedankenexpe-
riment interpretieren: Wiirden alle normalisierten Normalenvektoren der Gitterzellen fiir die
Zelloberflichenvernetzung addiert, so wire die y-Komponente des Ergebnisvektors bei Form

IIT am groBten und bei Form I am kleinsten.

Wird das Krifteverhiltnis F,, = F,/|F,| aufgestellt, so ergeben sich fast gleiche Werte (F,y =
2,2 und 1,8) fiir die Formen II und III {iber alle modellierten ZellgroBen. Bei den Formen I
ergeben sich merkliche Abweichungen mit F,y = 20,6 tiber 80,9 und 50,5 fiir dcho = Spm
tiber 12um und 20 pm. Eine Erkldrung zu den unsystematisch-wirkenden Abweichungen

konnte bisher nicht gefunden werden.

Die fiir das Phidnomen ,,schleichende Umstromung® giiltigen Re,-Zahlen wurden mit den
dquivalenten Recyo-Zahlen (siehe schon Abbildung 31) nicht ganz erreicht. Der Unterschied
liegt auch hier in der unvollstindigen Umstromung der modellierten Deformationsphasen der

CHO-Zellen.

Die Kraftzusammensetzung von F, in Abbildung 28a zeigt, dass die Druckanteile dieser F,-
Kraft bei den Formen I {iber II bis III abnehmen, was mit einer kleiner werdenden orthogona-

len Projektionsflidche in Stromungsrichtung erklért werden konnte.
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Abbildung 28: Kraftzusammensetzung der Krifte F, und F,. Die schwarzen und grauen Balken reprisentieren die
Reibungs- und Druckanteile (Schnegas et al., 2013).

Im Gegenzug dazu steigen diese Druckanteile mit zunehmender Zellgréfe, was mit wiederum
grofler werdenden Projektionsfldchen begriindet werden kann. Der Hauptanteil von Fy in Ab-
bildung 28b resultiert aus Druckkréften, die anndhernd 100% bei den Formen II und III aus-
machen. Die Formen I bilden wieder Ausnahmen, deren Grund abermals bei der speziellen
Umstromungssituation der Kugelformen vermutet werden kann. In Fy steigt der Reibungsan-
teil bei den Formen I in erheblichem Mafle mit steigender ZellgroBBe. Zwei Einflussparameter
spielen hierbei eine Rolle. Bei steigender Zellgroe verkleinert sich der Volumenanteil der
Kugelkalotte zum Gesamtvolumen der modellierten CHO-Zelle. Zum anderen dehnt sich die
Umstromung mit steigender CHO-ZellgroBe aus, womit die Schergradienten nahe der model-

lierten CHO-Zelle groBBer werden.
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8.2.2 Energiedissipation an der modellierten Zelloberfliche

Fiir die Analyse von € miissen die in diesem Abschnitt gezeigten Ergebnisse von den Erldute-

rungen in Kapitel 3.5 getrennt betrachtet werden, da in diesem Kapitel die Beanspruchung der

Zelloberfldche untersucht wird, im Gegensatz zur Beanspruchung der ganzen CHO-Zelle. Die

Diagramm-Reihen in Abbildung 29 zeigen von oben nach unten die Ergebnisse als Punkte-

wolken fiir dcyo = 5 um, dego = 12 pm und dego = 20 pm.
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Abbildung 29: Modifiziertes Bild aus Schnegas et al. (Schnegas et al., 2013). Numerisch bestimmte e-Werte iiber die
Oberfliche aller modellierten Deformationsphasen.

Die Spalten von links nach rechts zeigen dagegen die Ergebnisse zu den Formen I, II und III.

Der Wert ycpo bezeichnet die weiteste Entfernung vom Kanalboden (y = 0 um), d.h. die ei-

gentliche Hohe der jeweiligen CHO-Zelle, bei jeder modellierten Zellform.

Jeder Punkt der Punktewolken zeigt einen e-Wert an, welcher an einer bestimmten dreiecki-

gen Gitterfliche der modellierten CHO-Zelloberflidche berechnet wurde. Je grofer dcyo, desto
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offensichtlich dichter wird die Punktewolke, was mit einer grof8eren Anzahl an fast gleich-
groBBen Gitterflichen je fiktiver Hohenlinie (bei gleichem y-Wert) erkliart werden kann. Die
vertikal-breiteren Bereiche der Punktewolken resultieren aus asymmetrischen Scherkriften
auf der gleichen fiktiven Hohenlinie. Die vertikalen Verbreiterungen und Verjiingungen mit
grofler werdender y-Koordinate werden verstidndlicher bei Betrachtung der Formen I und III
fiir dcno = 12 um in Abbildung 30, wo die entsprechenden Draufsichten entlang der negativen

y-Achse gezeigt sind.

dcrio = 12 pm (Form T) dcyio = 12 pm (Form TII)
zl—
X
" 6e+05 W/m3
T 0 W/m?® T
Strémung Stréomung
Zeit: t =1, t>t,

Abbildung 30: Numerisch bestimmte e-Werte iiber die Oberfliche (Draufsicht) ausgewéhlter Deformationsphasen
(Schnegas et al., 2013).

Der Leser wird auf Abbildung 18 verwiesen, um einen Eindruck der entsprechenden Seiten-
ansichten zu den gezeigten Draufsichten zu erlangen. Die Streuung der e-Werte entlang der y-
Koordinate (siehe Abbildung 29) wird aufgrund der in Abbildung 30 sichtbaren, unsymmetri-
schen e-Profile nun klarer. In allen Diagrammen in Abbildung 29 werden verschwindend ge-
ringe e-Werte bei 0 <y < dcpo/2 gezeigt. Die betroffenen Gitterzellen befinden sich an der
Grenzlinie zwischen modellierter CHO-Zelle und Kanalboden auf der stromungszugewandten
und —abgewandten Seite. Dort befinden sich auch die Stagnationsorte des fliissigen Mediums.
Die scheinbar exponentiellen Steigungen der oberen Grenzbereiche von den Punktewolken
konnte aus dem parabolischen Geschwindigkeitsprofil nach Gl. (9) resultieren, welches als
Randbedingung der Einlassfliche (siche Abbildung 17) implementiert wurde. Die starken
Steigungen an unteren Grenzbereichen der Punktewolke (Formen II und III) sind mit den
starken Kriimmungen nahe den hdchsten Punkten in vertikaler Richtung der modellierten
CHO-Zellen an den stromungsabgewandten Seiten begriindbar. Die Kriimmungen an den
stromungszugewandten Seiten sind dagegen vergleichsweise flach.
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8.2.3 Widerstandskoeffizienten der Zellmodelle

Eine haftende CHO-Zelle auf dem Kanalboden stellt im Grunde eine viskose Rauigkeit dar.
Um nun den Begriff Biopartikel zu verwenden, wurden dquivalente Stromungswiderstands-
koeffizienten cw fiir simtliche modellierte Zellformen bestimmt. Jedoch sollte wieder bertick-
sichtigt werden, dass die Zellformen unvollstindig von der fliissigen Phase umgeben sind.
Damit kann kein direkter Vergleich mit Fw(Re,) stattfinden. Fiir die Berechnungen wurde GI.
(34) verwendet, die sich aus Gl. (16) durch Umformung und Reduzierung auf die Richtungs-

komponente z ergibt:

2F

Cy=—F . (34)
" priAA

r,Proj

Die rechteckige Projektionsfliche A prj. = dcro'ycro enthélt die geometrische Hohe der je-
weiligen modellierten CHO-Zelle (siehe Abbildung 29) vom Kanalboden aus (ycuo). Die Ge-
schwindigkeit v¢a stellt dabei die mittlere Stromungsgeschwindigkeit in der Fliche A; pyj,
bezogen auf die Einlassflache (siehe Abbildung 17) dar und wurde iiber alle Gitterflachen in

A, proj numerisch bestimmt (Schnegas et al., 2013).
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Abbildung 31: Widerstandskoeffizienten in Abhéngigkeit von Recyo (Schnegas et al., 2013).
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

Die GroBe ¢, wird in Abbildung 31 in Abhidngigkeit von Recyo aufgetragen, wobei die
Reynoldszahl nach Gl. (35) berechnet wurde:

v p 4Ar, roj
Reg,, = AP [Tere (35)

¢ T

berechnet.

Es wird gezeigt, dass cw(dcno) von Form I, iiber II bis III ansteigt. Eine gleiche Tendenz kann
auch mit dem Anstieg der ZellgroBBe von dcyo = 5 pm iiber 12 pm bis 20 um beobachtet wer-
den. Dabei verkleinern sich A; pyj und vga (Schnegas et al., 2013). AuBlerdem nimmt der

Druckanteil von F, bei groer werdenden cy,-Werten leicht ab (vgl. Kapitel 8.2.1).

8.2.4 Allgemeine Reibungskoeffizienten beim Zell-Wand-Kontakt

Mit den Ergebnissen aus Kapitel 8.2.1 wurden nach Gl. (28) Reibungskoeffizienten bestimmt.
Diese Koeffizienten sind als eher iibergeordnete bzw. allgemeine Reibungskoeffizienten zu
betrachten, da eine Unterscheidung in Haft-, Gleit- oder Rollreibung mit den vorhandenen
Daten aus Zhang et al. (2008) nicht mdglich ist. Die Kraft F, co wurde dabei mit der unteren
Grenze der Massendichte (pcpo = 1050 kg/m?®) aus Kapitel 5.6.1 berechnet, wodurch p nach
oben abgeschitzt wird. Die Gewichtskraft der CHO-Zelle ist hier immer grofler als |Fy|, in

Extremféllen bei Form I (dcpo = 12 pm, dcpo = 20 um) bis zum 100-fachen.

a) b)

(11)
5(I)
5(10)
I}
2(I)
0 (IT)
20 (111

-

12 (II)
20 (1D
0 (I1I)
54
12 (II)
12 (I11)
20(T)

-

- &
q:I)h |
(1) J—
0(I) |-

5 (1)

2
2
5
|
2

|
12 (IIT)

)

Abbildung 32: Ubergeordnete Reibungskoeffizienten zu den Formen I, I und I1I (links). VergroBerung (rechts).
In Abbildung 32 a) sind zu den Formen [ auffallend hohe p-Werte berechnet worden. In erster
Linie kann dies mit der im Vergleich zu den Formen II und III fast vollstindigen
Umstromung der Form I verbunden sein, weshalb auch F, wesentlich schwiécher als F, wer-

den kann, da mehr Angriffsfliche auf der stromungszugewandten Unterseite der Form I zur
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8 Ergebnisse der Umstromungssimulationen

Verfiigung steht. Daneben hat sich eine scheinbare Unabhéngigkeit: Fy # f(dcno), vgl. dazu
Abbildung 27, beziiglich der betrachteten Zellgroen gezeigt.

Mit Abbildung 32 b) ist ein Vergleich der p-Werte fiir die Formen II und III moglich. Die p-
Werte zu Form I sind bei den betrachteten ZellgroBen immer groBer als die p-Werte zu den
Formen II und III. Mit zunehmender ZellgroBe bleiben die p-Werte zu den Formen II und III
mit p(Form II) > p(Form IIT) anscheinend gleich. Ob dieser Zusammenhang auch fiir Zellgro-

en mit dcpo > 20 um gilt, bleibt zu untersuchen.
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9. Diskussion der Ergebnisse zu den Umstromungssimula-
tionen

Es werden die Ergebnisse aus den Kapiteln 8.1 und 8.2 diskutiert. Dazu sei erwdhnt, dass kei-
ne Vergleichsstudien zur Abhingigkeit der Simulationsergebnisse von der rdumlichen- und
Oberflachenvernetzung der modellierten CHO-Zelle durchgefiihrt wurden. Jedoch wurden die
Simulationen der Modelle aus Kapitel 7 aufgrund der hohen Anzahl der Gitterzellen bereits
am Rande der Rechenkapazitit des verwendeten Computers gerechnet. Der Autor dieser Ar-
beit vermutet daher, dass die erlangten Simulationsergebnisse aus Kapitel 8 als Vergleichs-
werte fiir Untersuchung &hnlicher oder gleicher Situationen von Zellbeanspruchungen taug-

lich sind.

9.1 Vergleichbarkeit der Ergebnisse

Eine gleichbleibende Vernetzungsqualitit der CHO-Zelloberflachen (siehe Abbildung 15 und
Abbildung 19) konnte aufgrund verschiedener Uberlappungsbereiche (sieche Abbildung 14,
Abbildung 18a und 18c sowie den letzten Abschnitt in Kapitel 7.1.5) zwischen modellierter
Zelle und dem jeweiligem Geometrieelement nicht gewihrleistet werden. Diese Vernetzungs-
qualitdt liefert jedoch Hinweise auf die geometrische Auflosungsqualitit der Umstromung
und damit auf die Vergleichbarkeit von Simulationsergebnissen. Die Flichensummenvertei-
lungen der Vernetzungs- bzw. Gitterflachen (Berechnung: siehe Anhang A), die zusammen-
genommen die Zelloberflichen modellieren, zeigen die tatsdchliche Schwankungsbreite der
geometrischen Oberflachenauflosungen. Ein exakter Vergleich ist mit dieser Methode jedoch
nicht moglich, da ortliche Unterschiede der geometrische Auflosung in Abhingigkeit zu er-
wartender Geschwindigkeitsgradienten nicht berticksichtigt wurden. Die Flichensummenver-

teilung dient daher ebenfalls als Indikator.

In Abbildung 33 wird eine Ubersicht aller Modellierungen aus dem Kapitel 7 gezeigt, bei de-
nen eine CHO-Zelle als starrer Kérper modelliert wurde. Den romischen Zahlen wurden Indi-
zes (Auf: Aufschluss, Ab: Ablosung) zugeordnet, um Fehldeutungen vorzubeugen. Die num-
merierten Rahmen beziehen sich auf Vergleiche der Vernetzungsqualitdten, mit deren Hilfe

die Vergleichbarkeit der entsprechenden Ergebnisse bewertet wird.
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9 Diskussionen der Ergebnisse zu den Umstromungssimulationen

Situation: Zellaufschluss Zellablosung
O -
I
Varianten: Quaderbarriere ) :Dusenbamere Kanalwand
3) 4
S e 1 EL S e I
Fille/Form: Tad | T My | M, Iy I

m,, IO, I

|
dcuo* 7 !ﬂn: Spm  12pm 20 pm

)
Zellpositionen: :-?c-ﬁéjl“-i_- Yeno,ii!

Abbildung 33: Ubersicht der Nachbildungen mit einem starren Zellmodell

Rahmen (1):

Die Flichensummenverteilungen der Vernetzungsflaichen zur Modellierung der Zelloberfla-
che stimmen in Bezug auf den GroBenbereich bei beiden Modellen in grof8en Teilen gut iiber-
ein (vgl. Abbildung 15 und Abbildung 19). Dadurch ergibt sich eine dhnlich gute geometri-
sche Auflosungsqualitit der Umstromung an den modellierten CHO-Zellen, deren Geschwin-
digkeitsprofile auch von der rdumlichen Vernetzung stromaufwérts abhidngen. Diese rdumli-
che Vernetzung ist bei Betrachtung von Vitter, min Und Vgitter, max mit hinreichender Genauig-
keit durchgefiihrt worden, weshalb die Simulationsergebnisse im Rahmen (1) aus beiden Situ-

ationen am stédrksten untereinander vergleichbar sind.
Rahmen (2):

Bei einem Vergleich der Félle I und II an der Quaderbarriere fiir ycpo, féllt mit Ncpo
(Tabelle 9) auf, dass die modellierten CHO-Zellen unterschiedlich geometrisch aufgeldst
wurden. Durch Abbildung 14 wird jedoch deutlich, dass die kugelrunde Form in beiden Fél-
len hinreichend genug aufgelost wurde. Jedoch wird das Stromungsfeld in naher Umgebung
der modellierten CHO-Zelle im Fall II besser aufgelost als im Fall I, was die Vergleichbarkeit
abschwicht. Der Einfluss dieser Tatsache auf die Ergebnisse der Stromungssimulationen
wurde nicht weiter untersucht. Die vorteilhaft-gleiche Vernetzung der CHO-Zellen im Fall II
bei ycro,1, Yeno2 und ycno 3 (sieche Rahmen (3)), erlaubt einen besseren Vergleich jener Simu-

lationsergebnisse, im Vergleich zu dieser Gegeniiberstellung der Félle I und II.
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9 Diskussionen der Ergebnisse zu den Umstromungssimulationen

Rahmen (3):

Abbildung 15 zeigt, dass die Qualitdt der geometrischen Auflosung am besten ist, da hier die
Flachenelemente am kleinsten und die Flichensummenverteilungen am engsten sind. Hier-
durch kann vermutet werden, dass die Umstromung der modellierten CHO-Zellen ebenfalls

am besten geometrisch aufgeldst wurde und eine optimale Vergleichbarkeit gegeben ist.
Rahmen (4):

Ein Vergleich der Simulationsergebnisse zwischen Quader- und Diisenbarriere ist hier am
schlechtesten, aufgrund des groBten ermittelten Unterschieds in den entsprechenden Flichen-
summenverteilungen (siche Abbildung 15). Die Umstromung der CHO-Zelle an der Diisen-

barriere wird demnach viel niedriger aufgeldst als an der Quaderbarriere.
Rahmen (5):

Die Qualitdt der geometrischen Zelloberflichen-Auflosung und damit der Umstromung bei
dcno =7 um und 12 pm ist fast gleich (Abbildung 15), wodurch ein sehr guter Vergleich der

Simulationsergebnisse moglich ist.

9.2 Treffen einer suspendierten CHO-Zelle auf eine Barriere

9.2.1 Kontinuierlicher Betrieb

Die CHO-Zellsuspension wurde in einer Konzentration von 7-10° CHO-Zellen/ml (Wurm,
2011) in Richtung der jeweiligen Barriere gepumpt. Bei V = 50 pl/min, 100 pl/min und
500 pl/min entspricht dies den Kollisionsfrequenzen von 5833 CHO-Zellen/s, 11667 CHO-
Zellen/s und 58333 CHO-Zellen/s an der Barriere. Diese CHO-Zellen miissen dann die ge-
samte Spaltflache der Diisenbarriere, d.h. das 101-fache ihrer kreisformigen Projektionsfliche

(bei dcpyo = 12 um), pro Sekunde passieren.

Zur Abschitzung der Machbarkeit eines kontinuierlichen Betriebs kann folgendes Gedanken-
spiel durchgefiihrt werden. Theoretische Kompressionszeiten solcher CHO-Zellen wurden zu
3,168 ms (V = 50 ul/min), 2,368 ms (V = 100 ul/min) und 0,013 ms (V = 500 ul/min) in Ka-
pitel 10.2.2 abgeschitzt. Pufferzeiten fiir nachriickende Zellen konnen mit den Kompressions-

zeiten zuziiglich der mittels der mittleren Geschwindigkeit der Hauptstromung bestimmten
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9 Diskussionen der Ergebnisse zu den Umstromungssimulationen

mittleren Nachriickzeiten von 1200 ps (V = 50 ul/min), 600 ps (V = 100 pl/min) und 120 ps
(V =500 pl/min) abgeschitzt werden. Damit wiren theoretisch 228 (V = 50 ul/min), 336 (V
=100 pl/min) und 7518 (V = 500 pl/min) Kollisionen pro Sekunde auf den gleichen Ort vor

einem Spalt der Barriere moglich.

Mit der Beriicksichtigung von realistischen Packungsdichten der CHO-Zellen vor der jeweili-
gen Barriere wiére ein kontinuierlicher Zellaufschluss fiir die betrachteten Volumenstrome
theoretisch machbar. Dagegen spricht, dass die CHO-Zellen {liber den Kanalquerschnitt nicht
homogen verteilt sind, was auch mit der Migration zu Gleichgewichtspositionen (siehe fol-
gende Erlduterungen in Kapitel 9.2.4) begriindet werden kann. Zudem wurde die Abschitzung
der Kompressionszeiten mit stark vereinfachten Modellen (vgl. Kapitel 10.1.4) durchgefiihrt.
Eine Akkumulation von Zellmaterial an den diisenformigen Geometrieelementen, die nach

Wurm (Wurm, 2011) tatséchlich stattfindet, offenbart Schwichen dieser Abschiatzungen.

9.2.2 Drehimpuls der CHO-Zellen

Ob die CHO-Zellen vor dem Auftreffen rotierten und damit moglicherweise eine Drehimpuls-
Ubertragung bei der Kollision auftrat, kann mit Gl (18) und max(|dv¢dy]) = 6
Vf/(bKana]hKanalz) iiber GI. (13) nach oben hin abgeschitzt werden. Demnach sind dcno (V =
50 ul/min) = 16 um, depo (V = 100 pl/min) = 11 pm und depo (V = 500 ul/min) = 5 pm.
Ein Auftreten von Drehimpulsen kann bei dcpo = 7 pm mit hoher Wahrscheinlichkeit ausge-
schlossen werden, wogegen bei dcpyo = 12 um eine Drehimpuls-Ubertragung méglicherweise
auftreten kann. Die letztgenannten Abschitzungen wurden ohne Beriicksichtigung der Ande-
rung des Geschwindigkeitsprofils vor der Barriere (vgl. Kapitel 8.1.1) durchgefiihrt und sind

deswegen mit Vorsicht zu bewerten.

9.2.3 Umlenkung der Stromung vor der Barriere

Diese Umlenkung (vgl. Kapitel 8.1.1) wird sich aufgrund des geringen Dichteunterschieds

zwischen dem Transportmedium und einer CHO-Zelle voraussichtlich auf die Bewegung der

CHO-Zelle zeitlich vor dem Auftreffen auswirken. Die vertikale oder laterale Bewegungs-

komponente der CHO-Zellen wiirde hierdurch gedndert, wodurch diese Zellen schiefe Stof3e

auf die Barriere ausfiihrten. Ein moglicher Einfluss auf ihren Deformationsprozess wurde in
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9 Diskussionen der Ergebnisse zu den Umstromungssimulationen

dieser Arbeit nicht beriicksichtigt. Es wurde von Verstopfungserscheinungen an den diisen-
formigen Barrieren in Wurm (Wurm & Zeng, 2012) berichtet. Die Zunahme dieser Verstop-
fung fithrt wegen der Massenerhaltung der fliissigen Phase zu Verdnderungen lokaler Volu-
menstrome an den Barrieren, wodurch die im Rahmen dieser Arbeit erlangten Ergebnisse nur
fiir die Anfangsphase entsprechender Zellaufschluss-Versuche ohne Verstopfungserscheinun-

gen verwendet werden konnen.

9.2.4 Ort des Treffens der CHO-Zellen auf die Barriere

Ein wichtiger Parameter ist zudem der Ort an der Frontseite der Barriere, wo eine CHO-Zelle
mit der Barriere kollidieren konnte. Hierzu kdnnen die weiter oben bereits erwidhnten Gleich-
gewichtspositionen (vgl. Kapitel 3.4) eine Rolle spielen. Laut GI. (23) mit dem maximal be-
stimmten Wert von f;, = 0,2 ergeben sich minimale Einlauflingen von lgana (\7 =50 pl/min) =
15 mm, Igana (V = 100 pl/min) = 8 mm und Igana (V = 500 pl/min) = 2 mm zur Migration der
CHO-Zellen in eine Gleichgewichtsposition. Eine wesentliche Schwiéche dieser Abschitzung
liegt in der Tatsache, dass fi fiir einen geraden Kanal mit quadratischem Querschnitt bestimmt
wurde (Di Carlo et al., 2009). Bei V = 500 pl/min besteht daher eine Wahrscheinlichkeit, dass
die CHO-Zellen unter Vernachldssigung der Umformung des Stromungsprofils auf der stro-
mungszugewandten Seite der Barriere in ihren Gleichgewichtspositionen auf die Barrieren

treffen. Die tatsdchliche Einlauflinge aus Wurm (Wurm, 2011) wére dafiir ausreichend.

9.2.5 Vergleich der Stromungswiderstandskr:ifte

Die ermittelten F,-Krifte aus den Kapiteln 8.1.2 — 8.1.4 sind relativ stark, was auf die Uber-
lappungsbereiche zwischen modellierter CHO-Zelle und Barrierengeometrie (siche Abbil-
dung 14) zuriickzufiihren ist. In der Abbildung 34a und 34b sind dazu Abweichungen prisen-
tiert, die den Unterschied von F, zu Stromungswiderstandskréften bei vollstindig umstromter
Kugel (Fgewg) herausstellen sollen. Die prozentualen Verhiltnisse (100-F,/Fgeng) und die
cw(Recpo)-Werte wurden entsprechend Gl. (16) und den diesbeziiglichen Erldauterungen in

Kapitel 3.3 berechnet.
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Abbildung 34: Abweichung der F,-Kriifte von jenen berechneten Kriften aus herkommlichen Stromungswiderstands-
Modellen.

Die (100-F,/Fpenug)-Werte in Abbildung 34b sind um circa den Faktor 10 groBer als die in Ab-
bildung 34a gezeigten Werte. Ein wesentlicher Grund hierfiir ist die viel kleinere Durchstro-
mungsflidche in der Diisenbarriere. Alle berechneten (100-F,/Fpeng)-Werte sind vergleichs-
weise groB3, wofiir die ausgesparten Vernetzungsflichen der Zelloberfliche in den Uberlap-
pungsbereichen (siche Abbildung 14) verantwortlich sein konnen. Alle numerisch ermittelten
F,-Werte sind damit nach oben abgeschétzt worden. Es ist jedoch wahrscheinlich, dass durch
die Anderung des Stréomungsprofils vor der Barriere (Kapitel 8.1.1) moglicherweise hohere

mittlere Anstromgeschwindigkeiten vorlagen.
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9.2.6 Deformation der CHO-Zellen

Mit der Modellierungsart (siche Kapitel 7) wurde die dynamische Deformation der CHO-
Zellen vollstindig vernachléssigt, da durch die raumliche Fixierung des CHO-Zellmodells nur
die maximalen Stromungskréfte auf diese Zellen wahrend ihrer Kollision mit der Barriere
untersucht werden. In Realitét miissten die CHO-Zellen dafiir bis zum Verschwinden ihrer
translatorischen Geschwindigkeit abbremsen. Dieser Vorgang kann bei niedrigen Volumen-
stromen der Zellsuspension stattfinden, was voraussichtlich auch zum Verstopfen der Spalte
fiihrt, wie von Wurm (Wurm, 2011) beobachtet wurde. Eine weitere Modellschwéche ist die
formstarre und oberfldchen-glatte Nachbildung der CHO-Zellen. Bei entsprechenden Stro-
mungskréften wiirden CHO-Zellen deformieren, was aus Rasterkraftmikroskopie-Versuchen
an CHO-Zellen (Zhao et al., 2006; Carl & Schillers, 2008) gefolgert werden konnte. Die noti-
gen Krifte zur Deformation der CHO-Zellen, welche mithilfe der Kraft-Weg-Kurven aus den
letztgenannten Verdffentlichungen ermittelt wurden, sind dort im einstelligen Nano-Newton-
Bereich eingeordnet. Allerdings haben jene Autoren adhédrent-wachsende- und nicht suspensi-
ons-adaptierte Zellen untersucht. Zudem wurde dort jede CHO-Zelle mit einer konstanten
Geschwindigkeit der AFM-Spitze beansprucht. Im Gegensatz dazu wird das viskose Verhal-
ten der Zellen, zusammen mit den Relaxationszeiten bei der Zelldeformation (MacQueen et
al., 2010), mit dem Umstromungsprofil der CHO-Zelle an der Barriere voraussichtlich in
Wechselwirkung stehen. Durch die dynamische Deformation der CHO-Zelle an der Barriere
kdme es somit zu sich kontinuierlich dndernden Fy- und F,-Werten (vgl. Abbildung 16), was

im Rahmen dieser Arbeit nicht untersucht wurde.

9.2.7 Vorteil der Elementtypen fiir den Zellaufschluss

Die wirkenden Stromungskrifte auf die modellierten Zellen sind angesichts der wesentlich
kleineren Durchstromungsfldche innerhalb der Diisenbarriere grofer als bei den Quaderbarrie-
ren. Bei der erstgenannten Barriere werden die CHO-Zellen und die Stromung durch die rund-
liche Front dieser Barriere zum Spalt gefiihrt. Bei der zweitgenannten Barriere wird die Plas-
mamembran der CHO-Zellen noch durch die bei den Modellierungen vernachlissigten mes-
serscharfen Kanten beansprucht. Ein besseres Zellaufschlusspotential beziiglich der Stro-
mungskréfte wird deswegen der Diisenbarriere zugeschrieben. Der Einfluss der messerschar-

fen Kanten auf das Zellaufschlusspotential kann mithilfe dieser Arbeit nicht bewertet werden.
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9.2.8 Wahrscheinlichkeit des Zellaufschlusses

Eine schwache Abschitzung zur Zellaufschluss-Wahrscheinlichkeit kann mit der Gleichset-
zung des Deformationswegs mit dem eigentlichen Zelldurchmesser in dem modifizierten
Hertz-Modell aus Carl und Schillers (Carl & Schillers, 2008) erhalten werden. Dieses Modell
gilt fiir u.a. kleine und elastische Deformationen sowie reibungsfreie Grenzflachen. Alle ge-
nannten Annahmen treffen fiir die sich deformierende CHO-Zelle vor dem Spalt der Barriere
im Rahmen dieser Arbeit nicht zu. Zudem steigt der scheinbare Elastizitdtsmodul der CHO-
K1-Zellen mit steigender Belastungsgeschwindigkeit nach Zhao et al. (2006). Die durch-
schnittlichen Stromungsgeschwindigkeit bei dem simulierten minimalen Volumenstrom von
V =50 pl/min (siehe Kapitel 7.1) war Vyegium = 0,01 m/s. Diese Geschwindigkeit ist mindes-
tens um die Faktoren 100 bis ca. 10000 gréBer als jene experimentell genutzten Belastungsge-
schwindigkeiten in Zhao et al. (Zhao et al., 2006). Dieser Sachverhalt legt nahe, dass die fol-
genden Abschitzungen der Werte Fperst, 7um Und Fgerst, 12um noch nach oben korrigiert werden

miissen.

Mit den Ergebnissen von Carl und Schillers (Carl & Schillers, 2008) konnen die Berstkréfte
fiir CHO-Zellen mit dcpo = 7 um und 12 pm bei einer Belastungsgeschwindigkeit von 1 pm/s
damit auf Fg 7ym < 0,09 uN und Fg, 12ym < 0,19 uN abschétzend eingegrenzt werden. Ob je-
doch die ndtigen Berstkréfte tatsdchlich mit zunehmender ZellgroB8e steigen bleibt zu untersu-
chen. Im Gegensatz hierzu wurden bei Hefezellen die Berstkréfte als invariant gegeniiber ih-
rer ZellgroBe beschrieben (Mashmoushy et al., 1998). Mittels Fg, 12,m ist die Wahrscheinlich-
keit vergroBert, dass bereits Zellen mit dcpo = 12 wm bei V = 100 pl/min an den Diisenbarrie-
ren aufgeschlossen werden konnten. Eine weitere Untermauerung der Annahme versprechen
die experimentellen Ergebnisse bei gleicher Diisengeometrie (Wurm, 2011). Mit den dort ein-
gestellten Volumenstrdmen von V = 50 ul/min und V = 120 ul/min konnten bereits Auf-
schliisse von CHO®™-Zellen beobachtet werden, deren mittlere ZellgroBe bei dcgo = 12 pm

(Wurm, 2011) lag.

Die Kraft Fp7,m ldsst vermuten, dass CHO-Zellen mit dco = 7 um bei den betrachteten Vo-
lumenstrémen an der Quaderbarriere nicht zwingend aufgeschlossen werden. Daneben besta-
tigen entsprechende experimentelle Versuchsreihen mit CHO®®-Zellen (Wurm, 2011), dass
es bei einem hoheren Volumenstrom von V = 650 pl/min zu keinem effektiven Zellaufschluss

und ebenfalls zur Verblockung der Quadergeometrie kam.
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Nach Abbildung 26 nehmen die Stromungskrifte mit abnehmender Prozesstemperatur signi-
fikant zu. Eine gleiche Tendenz kann auch fiir die Quaderbarriere prognostiziert werden, da
nur prcaz+g und Mreazsg variiert wurden. Ob ein Zellaufschluss bei niedrigen Temperaturen
daher sinnvoller ist, kann wegen fehlender Daten zum mechanischen Verhalten von CHO-
Zellen nicht ausreichend diskutiert werden. Jedoch kénnen vereinzelte Aussagen zu Zellbe-
standteilen gemacht werden. Es wird vermutet, dass die Belastungen auf die Plasmamembran
fiir einen Zellaufschluss bei niedrigen Temperaturen grofler werden miissen, da deren Biege-
steifigkeit und das Flachendehnungsmodul zunehmen (vgl. Kapitel 5.2). Durch den Zerfall
der Mikrotubuli bei unter 5°C (vgl. Kapitel 5.3) entfillt dagegen eine Komponente zur Erhal-

tung der inneren Zellstabilitit.

Um die ndtigen Stromungskrifte zum Aufschluss der CHO-Zellen zu senken, wire eine Ver-
dinnung des Mediums mit salzfreien Fliissigkeiten zur Senkung der extrazelluldren

Osmolaritit moglichweise sinnvoll (siehe Kapitel 5.1).

9.3 Ablosen einer haftenden CHO-Zelle von einer Kanalwand

9.3.1 Anwendbarkeit des Geschwindigkeitsprofils

Werden bei der realen Zellkonzentration von 7,5-10° CHO-Zellen/cm® in dem Strémungska-
nal (Zhang et al., 2008) nur die orthographischen Projektionen der CHO-Zellen auf den Ka-
nalboden beriicksichtigt, so ergeben sich bei Annahme einer gleichméBigen horizontalen
Zellverteilung freie Flichen um jede haftende CHO-Zelle. Diese Flichen sind das 112-, 19-
und 6-fache der Projektionsflichen von sphérischen CHO-Zellen mit dy = dcpyo = 5 pm, 12
um und 20 um. Aufgrund Recgo < 1 (vgl. Abbildung 31) wird voraussichtlich ein laminares
Stromungsprofil vor jeder haftenden CHO-Zelle voll ausgebildet sein. Somit kann das Ge-
schwindigkeitsprofil nach Gl. (9) als Randbedingung fiir die Einlassfliche des Modellraumes

angewendet werden.
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9 Diskussionen der Ergebnisse zu den Umstromungssimulationen

9.3.2 Einflussparameter beim eigentlichen Ablosevorgang

Die Dynamik des Ablosevorgangs haftender CHO-K1-Zellen von Kanalwédnden sowie mogli-
ches Rollverhalten (vgl. Kapitel 5.5) wurde vollstindig vernachldssigt. Stattdessen wurden
geschitzte Deformationsphasen nachgebildet, mit deren Hilfe charakteristische Stromungs-
groBBen berechnet wurden. Zudem wurde angenommen, dass die Relaxationszeit beziiglich der
Deformationsgeschwindigkeit iiber die gesamte Zelle unendlich klein ist, wodurch immer die
maximal moglichen Belastungen durch die Stromung bestimmt wurden. Dies mag im Wider-
spruch zu numerisch ermittelten Abldsezeiten fiir deformierenden Leukozyten von Substraten
liegen, die mehrere Sekunden betragen kénnen (N'Dri et al., 2003). Diese Abldsezeiten hédn-
gen auch von den Zellmembranfortsdtzen ab, die der CHO-Zelle eine spezielle Oberflachen-
struktur geben und die Hafteffektivitit beeinflussen konnen (Williams et al., 2001), was tiber
die ermittelten Ablosekrifte indirekt beriicksichtigt wurde. Diese Ablosekrafte wurden durch
die genannten Vereinfachungen in dieser Arbeit wahrscheinlich iiberbestimmt (Pappu et al.,

2008).

Die ermittelten negativen Krifte Fy (Abbildung 27) fithren bei Annahme einer momentan
oberflaichen-starren CHO-Zelle zu einem Drehmoment, durch das die CHO-Zelle theoretisch
zum Rollen kommen konnte. Solch ein Rollverhalten wurde beispielsweise bei dhnlich ge-
formten Leukozyten festgestellt (Dong & Lei, 2000; N'Dri et al., 2003; Pappu et al., 2008).
Die in Stromungsrichtung wirkenden Kréfte auf die entsprechenden Zellen besal3en eine Stér-
ke, die im einstelligen Nano-Newton-Bereich zu finden ist (Dong & Lei, 2000). In Anbetracht
der dhnlichen Grofle und Form der Leukozyten zu suspensions-adaptierten CHO-Zellen, sind
die in Kapitel 8.2.1 vorgestellten Kréifte im gleichen Grof3enbereich angesiedelt. Obwohl das
Rollen von CHO-Zellen in dieser Arbeit nicht beriicksichtigt wurde, wird dieses Phdnomen

den Abldsevorgang ebenfalls beeinflussen.

9.3.3 Vergleich der ermittelten Haftkrafte mit Literaturdaten

Die bestimmten Stromungskrifte Fy und F, fiir die Formen I (vgl. Abbildung 27) sind um das
durchschnittlich 100-fache kleiner als bei haftenden, weichen Hefezellen auf Oberflachen in
Wasser (Weigl, 2004). Gleichzeitig fallen die Fy- und F,-Werte in den bestimmten Kraftbe-
reich fiir haftende starre Partikel auf Oberfldchen in Wasser. Hier muss jedoch auf die unter-

schiedlichen Methoden zur Bestimmung der Haftkréfte, die betrachteten Kraftkomponenten
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9 Diskussionen der Ergebnisse zu den Umstromungssimulationen

und die unterschiedlichen Zellarten hingewiesen werden. Es wére zu erwarten, dass die ndti-
gen Krifte zur Uberwindung der Haftkriifte angesichts der flacheren Kriimmung bei CHO-
Zellen stiarker sind, wodurch mehr nutzbare Haftfliche mit den Zellmembranfortsidtzen vor-
handen wire. Der letztgenannte Autor erklirt jedoch auch, dass die verwendeten Grenzfla-
chenspannungen diskussionswiirdig sind und Abweichungen von zwei bis drei Zehnerpoten-

zen nicht kompensiert werden konnten.

9.3.4 Bezug zur Situation Zellaufschluss

Ein direkter Vergleich der hier bestimmten Haftkrifte (vgl. Abbildung 27) mit den Stro-
mungskriften in den Kapiteln 8.1.2 — 8.1.4 ist wegen der unterschiedlichen geometrischen
Formen der Zell-Wand-Kontaktflichen und den durch die Umstromung verschiedenen Belas-
tungssituationen nicht direkt moglich. Jedoch wurden mit Fy, F,, F,, und p wichtige Kraft-
groBBenbereiche und Parameter charakterisiert, mit deren Hilfe das Abldseverhalten von haf-

tenden CHO-Zellen in mikrofluidischen Systemen besser eingeschétzt werden konnen.

9.3.5 Einfluss der Energiedissipation an der Zelloberfliche

Die ermittelten e-Werte erzeugen einen Eindruck der Zelloberflichenbeanspruchung durch
Scherkrifte. In einigen Publikationen wurde diese mechanische Grofle mit Zellzerstorungser-
eignissen in Beziehung gesetzt (Ma et al., 2002; Mollet et al., 2007). Dabei wurden die &-
Werte jedoch iiber groBere rdumliche Bereiche ermittelt und nicht wie hier als Profil iiber die
Zelloberflache. Ein Vergleich zur Abschédtzung der Wahrscheinlichkeit von Zellzerstdrung ist
daher mit duBerster Vorsicht zu verwenden. Mit signifikanten Zellzerstorungsereignissen ist
bei & > 10° W/m”® nach den genannten Veroffentlichungen zu rechnen. Da die in Abbildung 29

gezeigten e-Werte um drei Zehnerpotenzen kleiner sind, wird kein Zellaufschluss erwartet.

9.3.6 Vergleich der Widerstandskoeffizienten mit Literaturdaten

Bei einem Vergleich mit Ergebnissen, die mit ganzen Ellipsoiden gewonnen wurden

(Zastawny et al., 2012), wurde keine direkte Ubereinstimmung der Tendenzen festgestellt.
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9 Diskussionen der Ergebnisse zu den Umstromungssimulationen

Dort steigt der cw-Wert mit grofler werdenden, dquivalentem o, wogegen hier o von 45°
(Form II) auf 30° (Form III) kleiner wird. Die verschiedenen und nicht-symmetrischen Stro-
mungsbedingungen beim oberen und unteren Teil des Ellipsoiden in Zastawny et al. (2012)
konnten ursichlich hierfiir sein. Ein Vergleich der cw(Recno)-Werte (Abbildung 31) und Be-
rechnungen mit Anndherungsgleichungen fiir cw(Re,) (vgl. Kapitel 3.3, letzter Abschnitt)
ergab signifikante Unterschiede. Letztere Berechnungsergebnisse betrugen jeweils 47 % bis
67 % von cw(Recno), was mit dem hoheren Anteil an Reibungskréften in F, (sieche Abbildung
28) im Vergleich zur vollstindig umstromten Kugel erkldrt werden kann (Schnegas et al.,

2013).

Dem Autor dieser Arbeit sind keine weiteren Verdffentlichungen bekannt, in denen Wider-
stands- und Reibungskoeffizienten in gleicher Art und Weise fiir biologische Zellen bestimmt
wurden. Die ermittelten Reibungskoeffizienten konnen nach Bekanntwerden von Haft-, Gleit-

oder Rollreibungskoeffizienten als Vergleichsgroflen herangezogen werden.
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10 Abschitzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle
beim Stol}

Fiir die Bestimmung der Restitutionskoeftizienten von relativ grolen Partikeln mit p, >> p¢
lasst sich das Prinzip des freien Falls mit einer entsprechenden Vorrichtung anwenden, wie in
Fries (Fries, 2012) dargestellt. Bei biologischen Zellen, die von einem fliissigen Medium um-
geben sind, ist dieses Prinzip nicht direkt anwendbar. Die relativ groBe Widerstandskraft
durch die fliissige Phase bewirkt ein schnelles Erreichen des Kréftegleichgewichts in Sink-
richtung. Durch p, = pr mit p, > pr ist die Sinkgeschwindigkeit relativ gering. Eine Abschét-
zung hierzu liefert Fyw = Fa, nach den Gln. (16) und (19): v; (dco = 15 pm) = 3 pm/s und v;
(dcpo = 12 pm) = 2 pm/s.

Im Folgenden wird eine Methode vorgeschlagen, mit deren Hilfe Kompressionsphasen (vgl.
Kapitel 4.1) von CHO-Zellen bei einem Stof3 abgeschdtzt werden kdnnten, ohne ein entspre-
chendes Experiment oder komplexe, gekoppelte und numerische Berechnungen der Stro-
mungsmechanik und Zelldynamik durchzufiihren. Es werden jedoch noch experimentelle
Versuchsreihen mit einem Rasterelektronenmikroskop oder Nanoindenter zur Validierung des

Modells benotigt.

Fiir die Modellierungen in den Kapiteln 10.1.3 und 10.1.4 wurden die gleichen mechanischen
GrofBen der fliissigen Phase wie in Kapitel 7.1 gewéhlt, um die Ergebnisse kapiteliibergreifend

diskutieren zu konnen.

Die experimentellen Daten aus Rasterkraftmikroskopie-Versuchen, auf deren Basis das im
folgende vorgestellte Modell basiert, wurden jedoch bei 37 °C generiert (Zhao et al., 2006),
wodurch sich aufgrund der unklaren Temperatur des Standard-Kulturmediums (Kapitel 7.1)
eine temperaturbedingte Fehlerquelle ergibt. AuBerdem wurden adhédrent-wachsende- anstatt

Suspensions-adaptierte CHO-Zellen untersucht, was eine zweite Fehlerquelle darstellt.

Aus einem Mangel an entsprechenden experimentellen Untersuchungen zu Suspensions-
adaptierten CHO-Zellen in der Literatur wurden der letztgenannte Artikel sowie ein Artikel
von Carl & Schillers (2008) als experimentelle Stiitze fiir die folgenden Modellierungen ver-

wendet.
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10 Abschdtzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle beim Stof3

Zuerst wurde ein modifizierte Hertz-Modell (Carl & Schillers, 2008) verallgemeinert, welches

eigentlich bei der Rasterkraftmikroskopie von CHO-Zellen zur Bestimmung ihrer Elastizi-

taitsmodule (E) angewendet wird. AnschlieBend wird eine Adaption von Ergebnissen aus der
Rasterkraftmikroskopie an die Modellierung eines Stovorganges diskutiert (Kapitel 10.1.2).
Schlieflich werden zwei Modelle fiir das Deformationsverhalten einer CHO-Zelle bei einem
StoBvorgang (Kapitel 10.1.3) und einer Kollision mit der Diisenbarriere (Abschnitt 10.1.4)

vorgestellt.

10.1 Modellierungen

Ein wesentlicher Unterschied beider Beanspruchungsarten (Abbildung 35a und 35b) ist die
einseitige und zweiseitige Belastung der CHO-Zelle bei einem Stofl und der Rasterkraftmik-
roskopie. Bei der Rasterkraftmikroskopie wird die CHO-Zelle gewohnlich mit einer konstan-
ten Geschwindigkeit (vikege1) beansprucht (Carl & Schillers, 2008; Zhao et al., 2006), wogegen
die translatorische Geschwindigkeit der CHO-Zelle in der Kompressionsphase eines Sto3vor-

ganges (Vcpo # konst.) mit zunehmender Eindriicktiefe (6;) abnimmt.

a) StoBvorgang b) Rasterkraftmikroskopie
)
Z_L 8](ege] _L 4 Farm
v 1 v * ar
~ v o~
CHO-Zelle T e
Fw< yvomo [~ Fw Fy < CHO-Zelle P Fy,
Wand T 3, Wand T OAFM
tF,  Farm

Abbildung 35: Prinzipien eines Stofivorganges (a) und einer Rasterkraftmikroskopie (b).

In Abbildung 35 sind die Krifte der extrazelluldren fliissigen Phase, welche den geometri-
schen Ausdehnungen der CHO-Zellen wihrend ihrer Deformation entgegenwirken, mit Fy
schematisch dargestellt. Die sich ausdehnenden Bereiche der CHO-Zelloberfldche sind mit
kleineren, schwarzen Pfeilen zur Richtungsweisung der Ausdehnung angedeutet. Die Komp-
ressionsstrecken mit Relevanz fiir die Kraft-Weg-Kurven sind mit 6 gekennzeichnet. Die ge-
genwirtigen Widerstandskrifte und Beanspruchungsgeschwindigkeiten sind mit F;, Fapyv und

Vcho ab gekﬁrzt.
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10 Abschdtzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle beim Stof3

10.1.1 Modifizierung des Hertz-Modells

Aufgrund ihrer leichteren Handhabung wurde das Hertz-Modell fiir kugelformige Cantilever-
Spitzen in Gl. (36) aus Carl und Schillers (2008):

4 E(V > 8, d o) 3
_5 AFM : CHO \/ESA, (36)

FAFM - 1
-V Poi

anstatt Gl. 1 in Zhao et al. (2006) fiir kegelférmige Cantilever-Spitzen (obwohl pyramiden-
formigen Spitzen verwendet wurden) zur Erweiterung verwendet. Sehr wichtige Groflen in
Gl. (36) sind die aktuelle Belastungsgeschwindigkeit (vapm), die aktuelle Kompressionsstre-
cke (8) und der Zelldurchmesser (dcho). Aus Tabelle 1 (Carl & Schillers, 2008) ist keine
simple Proportionalitidt zwischen der GroBe E und dem Radius der Kugel an der Cantilever-
Spitze (R) erkennbar. Fiir eine moglichst breitfliche Belastung der CHO-Zelloberflache zur
Modellierung ihrer Umstromung an der diisenformigen Barriere wurde daher einfach der

groBBte Kugeldurchmesser der Cantilever-Spitze herangezogen.

Eine Abhdngigkeit der GroBlen varm, 0 und dcro zueinander ist dagegen in Zhao et al. (2006)
(Bild 4b, siche Abbildung 36) unter Verwendung einer pyramidenformigen Cantilever-Spitze
(R = 50 nm) zu finden.
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Abbildung 36: Modifiziertes Bild 4b aus Zhao et al. (2006)

Um eine Erweiterung von GI. (36) iiberhaupt durchfiihren zu kénnen, wurden die Werte aus
Abbildung 36 fiir einen Ausdruck von E(vapm, 0, dcro) mithilfe von Intra- und Extrapolatio-

nen verwendet.
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10 Abschditzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle beim Stof3

Hierfiir wurde angenommen, dass die Steigungen der Kurven fiir verschiedene, normalisierte
Kompressionsstrecken (siehe 6/dcgo = 0,4 und 0,1) mit ks, = 300/10g(60/0,7) [Pa/log[m/s]]
gleichwertig sind, was noch experimentell validiert werden muss. Fiir den Achsenabschnitt
wurde eine lineare Proportionalitdt zur normalisierten Kompressionsstrecke (6/dcpo) ange-
nommen. Die Funktion E(vagm, 8, dcgo) mit & > 0 m, 2000/3 [Pa] und 1075/3 [Pa] kann dann
mit Gl. (37):

2000 N 1075

E(VAFM’S’dCHO): kg log(106 VAFM)+ 3d 0 3
CHO

(37

beschrieben werden. Damit Gl. (37) physikalisch sinnvoll bleibt, muss E > 0 Pa gewéhrleistet
sein. Der Giiltigkeitsbereich fiir vapy sei damit auf vapy > 5 nm/s beschrankt. Mithilfe weite-
rer experimenteller Parameterstudien fiir E(v, 9, dcuo) konnte Gl. (37) auf ihre Giiltigkeit
tiberpriift werden. Eine Schwiche des Modells ist natiirlich die Vermengung von unterschied-

lichen Methoden und Ergebnissen aus zwei Verdffentlichungen.

10.1.2 Ubertragung der mechanischen Beanspruchung einer CHO-Zelle

Bei der Rasterkraftmikroskopie (sieche Abbildung 35, b) wird die aufgewendete Energie zum
Eindriicken einer fliissigkeitsumgebenen CHO-Zelle Eapm zum Teil in Reibungs- und Defor-
mationsenergie in der CHO-Zelle umgewandelt. Ein weiterer Teil dieser Energie wird bei der
Zelldeformation als Druck- und Reibungsenergie in das extrazellulére, fliissige Medium wei-
tergeleitet. Die Energieaufnahme der Auflagefliche soll im Folgenden als vernachldssigbar

klein eingestuft werden.

Den ersten Schritt zur Adaption wurde mit der Gleichsetzung der Energien Eyi, (Vcno = initia-
le StoBgeschwindigkeit) und Expm vollzogen, womit Expy und somit auch die gesamte Rei-
bungs- und Deformationsenergie nach oben hin begrenzt werden. Der minimale Einfluss des

Mediums auf das Herabsenken der AFM-Spitze wurde hier zur Vereinfachung vernachléssigt.

Der zweite Schritt zur Adaption ist die grobe Gleichsetzung der Deformationsenergien und
der intra- und extrazelluliren Komponenten der Reibungsenergien, die bei den seitlichen
Ausdehnungen der CHO-Zelle eine Rolle spielen. Dies ist eine hier notwendige Vereinfa-
chung. Eine genaue Analyse erfordert nimlich die Verteilung der Stromungswiderstandskréf-
te iiber die CHO-Zelloberflache bei ihrer seitlichen Ausdehnung, deren Dynamik dafiir be-

kannt sein miisste und zudem mit den Stromungswiderstandskriften in Wechselwirkung steht.
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10 Abschditzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle beim Stof3

Fiir die genaue Bestimmung der intrazelluliren Reibungskréifte miissten die geometrische
Zellmikrostruktur mit den netzartigen Strukturen des Zytoskeletts und die rdumliche Vertei-

lung der GroBe n des Zytosols bekannt sein.

Der dritte Schritt zur Adaption ist die Unterteilung der Deformationsenergie in drei Kompo-
nenten. Ein Teil bezieht sich auf 0kcgel, €in anderer Teil bezieht sich grob auf die seitlichen
Ausdehnung der CHO-Zelle und der letzte Teil auf darm. Die gleiche Unterteilung kann auf
eine flissigkeitsumgebende CHO-Zelle bei einem Stof3 auf eine Wand (sieche Abbildung 35,
a) angewendet werden. Die abnehmende kinetische Energie Eyi, der CHO-Zelle wandelt sich

in Deformationsenergie in Bezug auf 6,, die seitliche Ausdehnung der CHO-Zelle und &; um.

Der vierte Schritt zur Adaption ist die grobe Annahme 6 = Okegel T 0arm. = 01 + 02. Dadurch
wird die Kompressionsstrecke der Zelle anhand ihrer Kompression in Stofrichtung und nicht
anhand der zuriickgelegten Strecke des geometrischen Mittelpunktes der CHO-Zelle festge-
macht. Fiir den Stof3 (siehe Kapitel 10.1.3) wird jedoch vermutet, dass die zellseitige Energie-
umwandlung an der Kontaktfliche zwischen CHO-Zelle und Wand wesentlich grof3er als an
der gegeniiberliegenden Seite der Zelle ist (8; >> 9,), da nur d; zwischen den mittleren An-
griffspunkten der kinetischen Energie und der Gegenkraft liegt. Die Kraft Fapy ist dennoch
abhingig von R” nach Gl. (36). Am Beispiel der Ergebnisse von Carl & Schillers (Carl &
Schillers, 2008) bei R = 6,3 um bis R = 26,4 um, mit Beriicksichtigung der Standardabwei-
chungen, kann sich ein Kraftverhiltnis von (26,4/6,3)"° = 2 trotz gleicher Kompressionsstre-
cke und eine zusitzliche Fehlerquelle ergeben. Je groBer R, desto schwiécher ist die Kriim-
mung und desto eher gleicht der Kontaktbereich zwischen Spitze und CHO-Zellen jenem
Kontaktbereich zwischen Wand und CHO-Zelle. Daher wiirden mit stempelférmigen Spitzen,
die bei Indentern wie in Arfsten et al. (Arfsten et al., 2009) zur Anwendung kamen, besser
nutzbare, experimentelle Ergebnisse generiert. Daneben kdnnen die Deformationsenergien an
der CHO-Zelloberseite durch das triagheitsbedingte Eindriicken beim Sto3 und dem forcierten
Eindriicken durch die AFM-Spitze nicht direkt verglichen werden.

Weitere Fehlerquellen:

e Fiir die Berechnungen beziiglich der Kompressionsphase wird Gl. (21) aufgrund der
hohen Komplexitét ihrer Berechnung (Kast, 2006) hier ebenfalls nicht beriicksichtigt.
Nach Sommerfeld (Sommerfeld, 1996) ist ein Einfluss der letztgenannten Gleichung

bei dem entsprechenden Verhéltnis der Massedichten jedoch nicht auszuschlieBen.
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10 Abschditzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle beim Stof3

e Es ist zu beriicksichtigen, dass es sich bei den experimentellen Rasterkraftmikrosko-
pie-Versuchen (Carl & Schillers, 2008; Zhao et al., 2006) um adhérent-wachsende
CHO-Zellen im Gegensatz zu den hier modellierten suspensions-adaptierten CHO-
Zellen handelt.

e Die geometrische Abweichung der Deformationsphase zur Kugelform ist ein Ma@ fiir
die Genauigkeit der Gln. (16), (19) und (20). Diese Genauigkeit diirfte mit dem Vo-
ranschreiten der Kompression kontinuierlich abnehmen und in der Ablosephase wie-
der zunehmen. Die ,,stromungszugewandte* Seite der CHO-Zelle, zwischen CHO-
Zelle und Wand, wird mit zunehmender Kompressionsstrecke immer kleiner, was
durch die Bildung der Kontaktfliche bedingt ist. Zudem sind die beriicksichtigten und
vernachldssigten Kréfte abhéngig von der Art der Zellverformung an der Kontaktfla-

che, die im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls nicht untersucht wurde.

10.1.3 Kompressionsphase einer CHO-Zelle bei einem vertikalen, normalen
Stof3 auf eine planare Wand

Das hier aufgestellte Modell beschreibt im Idealfall das Absetzen einer CHO-Zelle auf eine
Trigerplatte in wissriger Umgebung zur ihrer anschlieBenden, mikroskopischen Untersu-
chung. Daneben wurde der Einfluss einer Kraft modelliert, die nach dem Prinzip einer Zentri-

fuge die Sinkgeschwindigkeit dieser Zellen vergrofert.

Die Einfliisse der statischen Auftriebs- und der Stromungswiderstandskraft nehmen voraus-
sichtlich mit zunehmender Kompressionsstrecke (entspricht hier ungefahr der zuriickgelegten
Strecke des geometrischen Mittelpunktes der CHO-Zelle) ab, wodurch der Einfluss der Ge-
wichtskraft zunimmt. Die abdringende Fliissigkeit nahe der Kontaktfliche, durch die sich
seitliche ausdehnende CHO-Zelle, verursacht eine Gegenkraft zur Gewichtskraft. Diese Ge-
genkraft macht damit noch undefinierte Teile der virtuellen Massenkraft und des Basset-

Terms aus.

Mit den diskutierten Vereinfachungen kann die Gl. (38) aus den Gln. (16), (19), (36) und (37)

aufgestellt werden:

(mCHO —m, )6 =F,, — Fupu (658)_ Fy (6) (38)
Die virtuelle Masse (siche dazu Kapitel 3.3) wird von mcyo subtrahiert, da es sich hier um

eine Entschleunigung der CHO-Zelle handelt. Es wurde eine Parameterstudie mit Gl. (38) in

90

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



10 Abschditzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle beim Stof3

Abhéngigkeit der Schwerkraft, die in Gl. (19) enthalten ist, durchgefiihrt und dafiir die initiale
Schrittweite der Kompressionsstrecke mit Admax = dcno/1000 willkiirlich festgelegt. Der je-
weilige Zeitschritt ergab sich damit zu At = dcpo/(1000-vy). Der entsprechende Berechnungs-
algorithmus ist in Anhang B.4 dargestellt.

Fiir die Berechnungen wurde der grofte Kugelradius R = 26,4 um (Zhao et al., 2006) gewéhlt,
bei dem die entsprechende Kriimmung der einer planaren Flache am ehesten entspricht. Des-
weiteren wurden folgende Parameter zu Grunde gelegt: dcpo = 12 um, Vpoisson = Y2, PcHO =
1050 kg/m?, pr = 1000 kg/m* und n¢ = 0,8 mPa-s. Die Beschleunigung in Gl. (19) wurde mit
9,81 m/s?, 20 m/s?, 100 m/s?, 500 m/s?, 1000 m/s?, 2000 m/s?, 5000 m/s?, 10000 m/s*> und
20000 m/s? variiert.

In Kapitel 10.2.1 werden Ergebnisse der Parameterstudie prisentiert.

10.1.4 Kompressionsphase einer CHO-Zelle an der Barriere

Fiir eine grobe Abschitzung der normalen Kompressionsstrecke einer CHO-Zelle am Spalt-
eingang der Diisenbarriere wurde dieser Spalteingang aus Griinden der rechnerischen Kom-
plexitit nur als flache Wand modelliert. Trotzdem wird so getan, als ob die CHO-Zelle um-
stromt wird. Die wesentlichsten Abweichungen der Versuchsparameter in Bezug auf die

Ubertragung des modifizierten Hertz-Modells (siehe Kapitel 10.1.2) sind:

e Vor der Barriere beriihrt die CHO-Zelle die Diisengeometrie an zwei gekriimmten
Flachen, wogegen eine flache Auflagefliche unter der AFM-Spitze zur Verfiigung
steht.

e Im Gegensatz zur Situation bei der Rasterkraftmikroskopie kann die Hauptstromung
die CHO-Zelle vor dem Spalt der Diisenbarriere umstromen.

e Die Anwendbarkeit des Hertz-Modells ist wegen zweier krummer Kontaktflachen und

Ausbeulung der CHO-Zelle in den Spalt hinein eigentlich nicht mehr gegeben.
Fiir die Modellierung wurde angenommen, dass kein Gleiten (vgl. Abbildung 5) stattfindet.

Fiir die Untersuchung wird das Modell der CHO-Zelle mit dcpo = 12 um und der Position
ycuo,1 an der Diisenbarriere verwendet. Die Krifteberechnung berticksichtigt F, und Fapm.

Die Kraft Fy bzw. Fa, wird vernachlissigt, wegen F,/|[Fy| > 4000 (vgl. Abbildung 24) und der
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10 Abschditzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle beim Stof3

relativ geringen Sinkgeschwindigkeit (siche Kapitel 10, erster Abschnitt) gegeniiber der Ge-
schwindigkeit der Hauptstromung. Mithilfe der genannten Vereinfachungen kann Gl. (39):

(mCHO —m, )Z =Fy (V = Vimax ~ Z)_ Frrn (Z, Z) (39)
mit 0 =z und vcpo = Z = Ad/At aufgestellt werden. Hierbei bezieht sich die Kompressionsstre-
cke auf die Kompression in Stofrichtung (8,+0,) und nicht auf die zuriickgelegte Strecke des
geometrischen Mittelpunktes der CHO-Zelle, da 6, zwischen den mittleren Angriffspunkten
der kinetischen Energie der CHO-Zelle und der Gegenkraft (bzw. Gegenkrifte) und &, zwi-
schen den mittleren Angriffspunkten der Stromungskraft und der Gegenkraft (bzw. Gegen-

kréfte) liegt.

Die virtuelle Masse wird wieder subtrahiert, da die Bewegung der CHO-Zelle trotz relativer
Beschleunigung zwischen CHO-Zelle und der Umstromung konform mit der Hauptstro-
mungsrichtung verlduft. D.h. die eingebrachte Energie durch den Beschleunigungsteil der
Umstromung an der CHO-Zelle unterteilt sich in die zuséitzliche, relative Beschleunigung der
Fliissigkeitspartikel um die CHO-Zelle herum und den Anteil zur Kompression der CHO-
Zelle. Der erstgenannte Anteil verursacht einen Energieverlust, durch den die CHO-Zelle eine
in Richtung der Barriere gerichtete, reduzierte Kraft aus der Stromungswiderstandskraft er-
fahrt. In Bezug auf Gl. (39) wird die Gegenkraft (Fapm) dadurch scheinbar verstirkt, was zu
einer schnelleren Entschleunigung der CHO-Zelle fiihrt.

Die Anfangsbedingungen wurden zu z(t = 0 s) = 0 m und vemax — 2(t = 0 s) = 0 m/s festgelegt.
Der Zeitschritt fiir die numerischen Berechnungen wurde analog wie in Kapitel 10.1.3 mit At
= deno/(1000- Vi max (Vs = 500 ul/min)) willkiirlich festgelegt. Damit liegt auch hier die maxi-
male, initiale Schrittweite der Kompressionsstrecke bei Admax = dcno/1000. Fiir Vi = 50
ul/min entspricht Admax damit ungefdhr der Hélfte einer durchschnittlichen Lipid-Lénge (vgl.
Kapitel 5.2). Die Giiltigkeit des verwendeten Modells fiir Fapy ist dadurch infrage gestellt,
denn das anfingliche Eindriicken der Zelloberfliche konnte sich nur lokal zu Umstrukturie-
rungen von Proteinen, Lipidmolekiilen und eventuell dem Aktin-Kortex auswirken. Der Be-

rechnungsalgorithmus ist in Anhang B.5 dargestellt.

Es wurden folgende Parameter zu Grunde gelegt: dcyo = 12 um, Vpeisson = 72, Pcuo = 1050
kg/m?, pr= 1000 kg/m* und n¢ = 0,8 mPa-s. Fiir die Simulationen wurde v max variiert und aus

den dargestellten Volumenstromen in Tabelle 5 bestimmt.
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10 Abschdtzung der Kompressionsphase einer CHO-Zelle beim Stof3

10.2 Simulationsergebnisse

10.2.1 Kompressionsphase eines CHO-Wand-Sto3vorganges

In Abbildung 37 ist die maximale, normale Kompressionsstrecke (6;) in Abhdngigkeit einer
fiktiven Schwerkraft-Beschleunigung fiir eine mittlere CHO-Zellgro8e von depo = 12 um
dargestellt. Die Genauigkeit von dmax in Bezug auf die Diskretisierung liegt bei + 6 nm (=
Adpmax / 2).

400

300 A - - I - -
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'—_'é:[_}l_]' 8 :
£ 1
100 - :
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Beschleunigung durch Schwerkraft [m/s*]

Abbildung 37: Maximale Kompressionsstrecke in Abhéngigkeit der Beschleunigung durch Schwerkraft beim Stof.

Die Ergebnisse in Abbildung 37 zeigen eine Zunahme von dmax ab einer Beschleunigung von
1000 m/s?. Darunter zeigen die gleichen Werte fiir d,max die Grenzen des Modells aufgrund der
gewihlten Schrittweite der Kompressionszeit auf. Mit grofler werdender Schwerkraft nimmt
auch die Sinkgeschwindigkeit der CHO-Zelle aufgrund der Proportionalitit von Fa, und g laut
Gl. (19) zu, wodurch die kinetische Energie der CHO-Zelle steigt. Je mehr kinetische Energie,
desto mehr Energie kann in Deformationsenergie beim Sto3 umgewandelt werden, wodurch

Omax groBer werden muss.

Die Ergebnisse zeigen jedoch wenig Deformation an einer CHO-Zelle im untersuchten Be-
schleunigungsbereich. Mit O, < 1 um wird fragwiirdig, ob ein Deformationsverhalten von
CHO-Zellen mit dcpyo = 12 pm bei normalen StéBen auf eine planare Wand oder beim Zentri-
fugieren liberhaupt beobachtet werden kann. Eine Gewissheit kann letztendlich nur mit expe-

rimentellen Versuchen erlangt werden.
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10.2.2 Abschiatzung der Kompressionsphase: CHO-Zelle vor Spalt der Dii-
senbarriere

In Abbildung 38 wird der zeitliche Verlauf der normalen Kompressionsstrecke (6;,+ 9,) an der

CHO-Zelle dargestellt (vgl. Kapitel 10.1.4).

1.5 '
....... 50 pl/mun
= = 100 pl/min

1 =500 pl/mun

= -7

[}‘-:\ ......... .
A
[} 44 I !

0,01 0.1 1 10 100 1000 10000
t[ps]

Abbildung 38: Kompressionsstrecke in Abhéngigkeit der Auftreffgeschwindigkeit.

Alle Kurven beginnen modellbedingt erst beim gleichen Zeitschritt At und V-abhingigen,
initialen Kompressionsstrecken. Eine Zunahme von 8 mit zunehmendem Volumenstrom ist
klar erkennbar. Dieser Zusammenhang ist nicht unmittelbar einleuchtend, da auch E «
log(A8/At) gilt. Jedoch scheint diese Proportionalitit schwécher gewichtet als der physikali-
sche Impuls und die auf die CHO-Zelle wirkende Stromungskraft. Die abrupten Enden der
Kurven bei 0max der bis dahin monoton steigenden Kurven kennzeichnen jeweils die ersten
Maxima (Omax) von 0. Zeitlich danach nimmt die Kompressionsstrecke aufgrund der theoreti-
schen Modellierung wieder ab. In der Realitdt kommt es irgendwann zum Zellaufschluss, des-
sen Beginn schon vor Erreichen von dm,x stattfindet kdnnte, was noch experimentell unter-

sucht werden muss.

Die Zeit bis zum Erreichen von dpy.x nimmt mit zunehmendem Volumenstrom ab. Ob dieser
Zusammenhang tendenziell giiltig ist, bleibt ebenfalls experimentell zu {iberpriifen. AuBlerdem
sind die sehr kurzen Kompressionszeiten auffillig, welche weit unterhalb der Relaxationszei-
ten von suspensions-adaptierten CHO-Zellen liegen (vgl. Kapitel 5.6.3). Daraus folgt die
Vermutung, dass die eigentliche Widerstandskraft gegen Kompression der CHO-Zelle vor

dem Spalt der Diisenbarriere gegeniiber den angreifenden Kriften groler ausfillt. Dies liegt
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vermutlich an den langsameren Umstrukturierungsvorgédngen in der CHO-Zelle und Druck-
ausgleichsmechanismen, welche den transmembranen Wassertransport betreffen. Damit wiir-

de sich die CHO-Zelle langsamer als in Abbildung 38 dargestellt deformieren.
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11 Ansatze zur mechanischen Modellierung einer CHO-
Zelle

In diesem Kapitel werden mechanische Eigenschaften von biologischen Zellen und Zellbe-
standteilen verwendet, um ein CHO-Zellmodell fiir eine bildliche Darstellung eines Zellauf-
schluss-Vorganges zu entwickeln. Die modellierte CHO-Zelle wird dazu als Biopartikel und
als ein Agglomerat aus Biopartikeln betrachtet. Es handelt es sich hierbei um Vorarbeiten, die

fiir eine umfassende mechanische Modellierung der ganzen Zelle genutzt werden kdnnen.

11.1 Entwicklungsumgebung

Fiir die geometrische und mechanische Modellierung der CHO-Zelle wurde das kommerzielle
Programm EDEM in der Version 2.3 verwendet. In Abbildung 39 (links) sind relevante Teile
des Programmablaufs (DEM Solutions, 2010) vom Autor dieser Arbeit modifiziert dargestellt.

Programmablauf (EDEM) Modell der CHO-Zelle
t
1<i<Npgi=1,2,3,.. Il Beit,
— .Sh X i rFﬁr L<i<h N\
i Speicherbereich : N <15 Npg: .
- — P 1t
DB osTIoTIering P (5, Y, 7, o ¥oes = (0,0, 0), @ = 0,0,0) |
3 !
'S o Erfassung von Kontakten
g (intern)
A e Beity <1<
3 Spel}';her]l;ereich Kontakikrifte | Fiir 1 <i < Npg:
£ o D : | Foe.0e(doeoe), For0e/(Vripei0e)
: Speicherbereich : . Fir 1 <1< Npg:
DE; ‘ Externe Kriifte | Foori{doed, Fwoei(Vpes)
1<i<Npg:i=1,2,3,.. 1 Bei tp <t < tgpge
Aktualisierung
P> :
(intern)

t,+HAL

Abbildung 39: Implementierung des Zellmodells iiber Schnittstellen im Programmablauf von EDEM (DEM Solutions,
2010).
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

In Abbildung 39 (rechts) ist gezeigt, wie geometrische und mechanische Modelle einer CHO-
Zelle liber mehrere Schnittstellen in den Programmablauf implementiert wurden. Die Abkiir-
zungen Ppg i, vpei und @pg; stehen fiir die Positionen der Diskreten Elemente (DE) in kartesi-
schen Koordinaten sowie die translatorischen- und Rotationsgeschwindigkeiten der DE. Da-
neben stehen Npg und Ng pg flir die Gesamtanzahl der DE, welche die CHO-Zelle nachbilden
und die Gesamtanzahl an Kontakten zwischen DE. Ein Kontakt zweier DE besteht, wenn fiir
den direkten Abstand (dpg;-pg;) gilt: dpeipej < 0,5:(dpg; + dpgj). Der rechtsseitige Term ent-
hélt die Durchmesser zweier DE. Die Wechselwirkungskrifte im Kontakt (Fpg;.pgj) hdngen
von den relativen Abstdnden und Geschwindigkeiten (ve,pE,i-pEj) der jeweiligen Kontaktpart-
ner ab. Als Beispiele von externen Kriften seien die Gewichts- und Stromungswiderstands-

kraft (F ¢, DE,i und FW,DE,i) genannt.

Wie in Abbildung 39 dargestellt, durchlduft das Programm eine bestimmte Sequenz fiir jeden
Zeitpunkt. Dabei werden die Schritte Positionierung, Kontakt- und externe Krifte, entspre-
chend den Abhéngigkeiten zu Npg und Ng pg, sequenziell durchlaufen. In jedem Schritt wer-
den alle DE oder DE-DE-Kontakte als Untersequenz durchlaufen. Wihrend des Durchlaufs
einer Untersequenz besteht nur Zugriff auf den jeweiligen Speicherbereich der aktuell be-
trachteten DE. Der jeweilige Speicherbereich enthilt unter anderem Informationen zur Identi-
fikationsnummer, Position, translatorische und Rotationsgeschwindigkeit sowie zu den zu-
geordneten mechanischen Eigenschaften der DE. Durch die gegebene Sequenz ist der zeit-
gleiche Zugriff auf die Informationen aller DE nicht moglich. Um zeitgleich Zugriff auf die
Daten mehrere DE erhalten zu kdnnen, wurde mit Programm-externen Textdateien gearbeitet,
die als zusitzlicher ,,Arbeitsspeicher die in jedem Zeitschritt aktualisierten Daten aller rele-
vanten DE oder Zwischenergebnisse von Flichenberechnungen enthielten (siche dazu Kapitel

11.3.1). Die zusétzlichen Informationsfliisse dafiir wurden programmiert.

98

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

In Abbildung 40 ist die grobe Unterteilung
einer CHO-Zelle fiir die Modellierung des
Deformationsverhaltens und des Zellauf-
schlusses dargestellt. Die Plasmamembran ist
entscheidend, da mit ithrem Bruch intrazellu-
lire Bestandteile nach auflen gelangen und
damit der Zeitpunkt des Zellaufschlusses cha-
rakterisiert werden kann. Das Zytoplasma

beziecht im Raum zwischen Plasma und

8 um

Kernmembran alles mit ein. Dazu gehoren

zum Beispiel Organellen, das Zytoskelett und

| i
; Plaszl,l@m&bralx 5 das Zytosol. Die Kernmembran grenzt die

i /ytoplasN grofite Organelle, den Zellkern, von den {ibri-

h NG ?ﬂﬂ!@% /_// ‘ gen intrazelluldren Bestandteilen ab. Auf-

k NZellkemn - g grund seiner GrofBe ist ein Einfluss geometri-

Abbildung 40: Modit;;{;;tes Bild eine CHO-Zelle scher Art bei &duBlerer Zellbeanspruchung

(Wurm, 2011) und ihre geometrische Unterteilung. o
wahrscheinlich.

11.2 Geometrische Modellierung

Die in Kapitel 11.3 erlduterte mechanische Modellierung der Membranen beinhaltet einige
analytisch und empirisch bestimmte Zusammenhdnge, deren Herleitungen auf Isotropie-
Bedingungen basieren. Um diesen Bedingungen moglichst nahe zu kommen, wurde auf eine
gleiche geometrische Auflosungsqualitit der Zelloberfldche und in der Zelle geachtet. Damit
wurden die realen Grolenverhiltnisse in der Zelle aus dem folgenden Grund vernachldssigt:
Allein durch das GroBenverhéltnis zwischen dem CHO-Zelldurchmesser und der Dicke der
Plasmamembran wiren schitzungsweise 10> DE vonnéten. Mit EDEM in der erwihnten
Version (vgl. Kapitel 11.1, erster Abschnitt) wiren maximal ca. 10’ Diskrete Elemente realis-

tisch zu simulieren.

Der Einfachheit halber wurden kugelférmige DE fiir alle Zellbestandteile gewéhlt. Bei der
Verwendung anderer Formen wéren zusitzliche Herausforderungen geometrischer Art bei den
Kontaktmodellen zu 16sen gewesen. Aus dem Fachgebiet der Geometrie ist durch die Platoni-
schen Korper bekannt, dass ab 13 Punkten auf einer fiktiven Kugeloberfliche kein gleicher
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

und direkter Abstand zwischen direkt benachbarten Punkten realisiert werden kann. Diese
Anzahl an DE ist jedoch zu klein, um die Form einer beinahe kugelrunden, suspensions-

adaptierten CHO-Zelle geniigend nachzubilden.

Damit Wechselwirkungskréifte zwischen DE
(in Abbildung 41 mit DE 1 und DE 2 be-

P dog » zeichnet) berechnet werden kénnen, miissen
diese im Kontakt miteinander stehen. Dies

DE 2 DE 1
wird gewohnlich durch eine geometrische

Uberlappung dargestellt (Abbildung 41) oder

' | durch die Festlegung eines Kontaktradius®. In
| I Uberlappung dieser Arbeit wird aufgrund ihrer derzeit bes-

d'[ID'E-DE

+‘-}+

) seren Eignung nur mit erst genannter Uber-
Abbildung 41: Uberlappung zweier Diskreter Elemente.

lappung gearbeitet.

Die Abmessung der initialen Uberlappungen spielt eine wesentliche Rolle in Bezug auf mog-
liche Vergroferung und Dehnbarkeit von mit DE modellierten Volumina. Bewegen sich zwei
DE immer weiter voneinander weg, dann stehen diese ab dpg.pg > dpg nicht mehr im Kontakt
und konnen somit keinen Kraft- oder Drehimpuls an den Kontaktpartner {ibertragen. Im {iber-

tragenen Sinn kdme dies einem Riss- oder Bruchereignis gleich.

Um die Uberlappungsverteilung nach der Modellierung einer moglichst kugelférmigen CHO-
Zelloberflache zu untersuchen, wurde ein Algorithmus entwickelt (siche dazu Abbildung 42),
der zumindest einen gleichen Abstand direkt benachbarter DE je berechneten Breitengrad der
modellierten CHO-Zelloberflache sicherstellt. Die direkten Abstdnde auf den verschiedenen
Breitengraden unterscheiden sich hingegen. Dem Algorithmus wurden der gewiinschte direkte
Abstand zweier DE (dpg-pE, initial), dpe sowie dcno vorgegeben. In Abbildung 42a ist eine Kon-
tur einer Kugeloberfldche gezeigt, die zur Anschauung und Erkldrung der Vorgehensweise

des Algorithmus® in Abbildung 42b dient.

Zur Analyse ist in Abbildung 43 die Anzahlsummenverteilung der normalisierten Absténde
zwischen allen in Kontakt stehenden DE in der Plasmamembran einer Modellzelle mit den

willkiirlich gewéhlten Parametern dcyo = 15 pm und dpg = 0,5 um dargestellt.
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a) b)
| Berechnung: B, (d,) |

| Optimierung: B= konst. |

| Berechnung: B, (B, d.) |

| Optimierung: B, = konst. |

n=1

| Positionierung: Py, |

n=n+1

nein <360/ ja

Abbildung 42: Algorithmus zur Berechnung von Koordinaten zur Positionierung von DE.

Der normalisierte Abstand (d,) wurde dabei mit d, = dpg.pe/dpg berechnet. Die gewiinschten
Abstdnde waren zu dy_initiat = 0,7 sowie 0,8 und 0,9 gewihlt. Um die beinahe kugelformige
Form einer suspensions-adaptierten CHO-Zelle nachzubilden musste der Algorithmus jedoch
dn, initial Zu d, anpassen. Die Anzahl der positionierten DE sowie die ermittelte Gesamtanzahl

an Kontakten zwischen DE sind mit Npg und N abgekiirzt.

1
08 %
06 -

-—'-Q (Npg. Ng) |
04 -
0.2 1
Npg = 1396 Npg = 1072 Np = 854
o J Mg =4001 N = 2532 NF = 1646
0.7 1

&[]

Abbildung 43: Anzahlsummenverteilung der normalisierten Abstinde zwischen DE.

In Abbildung 43 sind breite Anzahlsummenverteilungen von d, zu sehen, die der Algorithmus
erzeugt hat. Je dichter die DE positioniert werden sollten (je kleiner dp, initiar mit Qo(dh, initial) =
0), desto groBer wurde Npg. Letzteres fiihrt zwangsldufig zu einer groBBeren Ng-Zahl. Je klei-

ner dy initial, desto geringer ist auch der Anteil an Npg mit dhnlichen dpg pg, was aus den Stei-
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

gungen der Kurven interpretiert werden kann. Die teils vertikalen Passagen der gezackten
kurvenformigen Verldufe deuten auf groBere Anzahlen gleicher dpp.pp-Werte hin. Die hori-
zontalen Passagen zeigen d,-Groflenbereiche, die in der modellierten CHO-Zelloberfldche
nicht vorkommen. Dieser Algorithmus erzeugt also ein eher chaotisch-wirkendes Bild der
Uberlappungssituation bei allen DE. Ferner wire nach der geometrischen Modellierung der
ganzen CHO-Zelle mit den gewihlten Bestandteilen und gleichem Algorithmus ein dhnlich

chaotisch-wirkendes System der Uberlappungen zu erwarten.

Wenn die DE je Zellbestandteil in gleichen Abstdnden zueinander positioniert wiirden, dann
konnte die Proportionalitdtskonstante im Federmodell nach Gl. (41) vorteilhaft auch als Kon-
stante verwendet werden. Wiirde diese Konstante den lokalen Uberlappungseigenschaften
nicht angepasst, so filihrten lokale Vorkréfte (— initiale Vorspannungen) zu mechanischen
Ungleichgewichten, aufgrund der simplen Federmodelle. Diese mechanischen Ungleichge-
wichte konnten durch die Simulation und im Sinne eines sich selbst regulierenden Systems
ohne externe Beanspruchungsquellen gleichférmiger verteilt werden. Solch ein Ansatz wurde
allerdings nicht verfolgt. Die Form einer idealen, kugelformigen CHO-Zelle konnte somit

nicht exakt nachgebildet werden.

a) b)
nein  Isotropie gegeben?  mein SRR
‘ eSS vy
e Jx'.ua..-a«u
“M“LLIA .LIAJ b b
A
_Jja Vorspannung? nein

Abbildung 44: Gegeniiberstellung runder (a) und kantig-kugeliger (b), modellierter CHO-Zellformen.

Der tatsdchlich verwendete Algorithmus fiir eine kantig-kugelige CHO-Zelle, wie in Abbil-
dung 44b dargestellt, positioniert DE auf den Knotenpunkten eines kubisch-primitiven Git-

ters. Zur Vermeidung der Uberlappung zweier DE, deren direkter Abstand entlang der Raum-

diagonalen einer Gitterzelle verlduft, muss die Beziehung v2dpg.pe > dpg eingehalten werden.
Ansonsten fiihrt die zweite Uberlappung an den betroffenen DE ebenfalls zu einem initialen
Krifteungleichgewicht. Der tatsichlich verwendete Algorithmus durchliuft alle fiktiven Kno-
tenpunkte in einem imagindren Wiirfel der Kantenlidnge dcpo + € mit & < dpg, entsprechend

der vorgegebenen dpgpg-, dpg- und dcpo-Werte, wihrend der Positionierungen. Uber den
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

direkten Abstand zwischen Knotenpunkt und geometrischem Mittelpunkt jenes Wiirfels wird
die Zugehorigkeit zu den beriicksichtigen CHO-Zellbestandteilen ermittelt.

Je mehr DE zur Modellierung verwendet werden, desto kugelformiger wiirde das Zellmodell.
Mit abnehmender GroBle der DE verkleinert sich jedoch der kritische Zeitschritt zur Berech-
nung der Wechselwirkungskréfte. Dieser Zeitschritt unterbietet die Zeit, in welcher eine elas-
tische Welle ein gleichgroBles Partikel durchlduft, um physikalische Wechselwirkungsinfor-
mationen weiterzuleiten (Antonyuk, 2006). Die Anzahlzunahme der DE geht einher mit einer
groBeren Gesamtanzahl an Wechselwirkungskontakten iiber die modellierte Zelle. Beides
filhrt zu einer groBeren Anzahl an Berechnungsschritten innerhalb eines Zeitschrittes, wo-

durch sich die reale Simulationszeit verlangert.

SchlieBlich wurde der willkiirlich gewéhlte Durchmesser von dpg = 0,2 um fiir alle DE ver-

wendet, um die suspensions-adaptierte CHO-Zelle moglichst formtreu nachzubilden.

11.3 Mechanische Modellierung

Bei den beriicksichtigten Zellbestandteilen handelt es sich um geometrische Fldchen und
Réiume, die in Bezug auf dpg (dreistellige nm-Skala) und der CHO-Zelldimension (um-Skala)
als Kontinua betrachtet werden (Boal, 2002) konnen. Sdmtliche analytisch oder empirisch
hergeleiteten Modelle aus der Literatur (siche Kapitel 5) basieren auf der

Kontinuumsmechanik. In diesem Abschnitt werden einige dieser Modelle diskretisiert.

11.3.1 Membranen

Der Tatsache der falsch modellierten GroBenverhiltnisse aus der geometrischen Modellierung
(vgl. Kapitel 11.2, erster Abschnitt) folgt eine zu treffende Annahme fiir die Massendichte der
entsprechenden DE. Deren Durchmesser von dpg = 0,2 um wurden um ein Vielfaches grof3er
modelliert als ein realistischer Durchmesser einer Plasmamembran (vgl. Kapitel 5.2). Dem-
nach miissten die Massendichten der im iiberdeckten Bereich der DE real vorliegenden Prote-
ine, Strukturproteine des Zytoskeletts, der Lipide und der fliissigen Phase anteilig gemittelt
werden. Es wurde den DE der Plasma- und Kernmembran jedoch eine gemittelte Massendich-

te von 1170 kg/m? einer Lipiddoppelschicht (vgl. Kapitel 5.2) zugeordnet. Daneben wurde die
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

CHO-Zelle als kompressibel modelliert, mit Hinblick auf Membrandehnungen und die Gege-
benheit der Uberlappungen zwischen DE. Die GroBen Vpoisson und G sowie die Porenstruktur
der Kernmembran wurden aus Griinden der Komplexitit bei der Modellierung erst mal ver-

nachldssigt.

Fiir die Verwendung des Flichendehnungsmodul K, (vgl. Kapitel 5.2) wurde eingangs die
kantige Zelloberflache in planare Dreiecksflichen unterteilt (Abbildung 45, links). Die eigent-
liche Wélbung der Plasmamembran wurde dabei {iber ein Modell zur Biegesteifigkeit indirekt
beriicksichtigt (siche GI. (42)). Eine dhnliche und auch auf Dreiecken basierende Methode fiir
interzelluldren Kontakt wurde bereits von Pathmanatha et al. (Pathmanathan, et al., 2009)
verwendet. Die Flicheninhalte der planaren Dreiecke (A;j) in Abbildung 45 a) wurden {iber
deren Kantenldngen dpg.pg (Satz von Heron) und die Scherpunkte Pg; auch iiber die bekann-
ten Koordinaten der jeweiligen DE bestimmt. Ein Vorteil der in Abbildung 45 a) grafisch
dargestellten Methode ist Acyo = X Acpo,» In einem Quadrat kdnnen jeweils zwei Dreiecke
die quadratische Fliche in zwei Orientierungen voll ausfiillen. Seien dazu die Eckpunkte ei-
nes Quadrates im Uhrzeigersinn mit den ganzen Zahlen 1-4 benannt, so konnen daraus die

Dreiecke (1, 2, 3) und (1, 3, 4) oder (1, 2, 4) und (2, 3, 4) ohne Uberscheidungen gebildet

werden.
a) b)
\ FDE,i
-
P, - Py =
DES% Fpg;
\FDE,i
- L]
& pei R Ko
C 2
B
A B A

Abbildung 45: Planare Dreiecke zur Flichenerfassung (a). Mogliche Flicheniinderungen mit Gegenkriften (b): durch
Dehnung (oben), Kompression (mittig). Grafische Darstellung einer Biegung (b: unten).

Die Verhinderung einer Uberschneidung zweier Dreiecke konnte im eigens entwickelten Al-
gorithmus noch nicht erfolgreich untergebracht werden. Die ldngsten Kanten der Dreiecke

diirften im Hinblick auf den Algorithmus zur Positionierung der DE aufgrund der Vermei-
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

dung eines initialen Krifteungleichgewichts (siehe Kapitel 11.2) eigentlich nicht existieren.
Durch die Verschiebung einzelner DE mit voranschreitender Simulationszeit kann eine dia-
gonale Uberlappung jedoch entstehen. Mdglicherweise wire daher die Wahl einer auf Viere-

cken basierenden Methode besser gewesen.

Die eigentliche Adaption zur Flaichendehnung (AA/A > 0) ist in GI. (40):

AA 1 IOO(AA it=t+At AA ’t)
c=K,— — F,, =-U, K ) e . (40)
A A DE, 3 AT A AA,j,t AP,DE,

dargestellt. Dabei soll die Spannung o, welche die Einheit einer Grenzflichenspannung auf-
weist, auf den Umfang der Dreiecke U,; einwirken. Bewegt sich ein Eckpunkt (ein DE) von
den anderen beiden Eckpunkten weg, so vergroflert sich der Flacheninhalt einer Dreiecksfli-
che (siche Abbildung 45 b, oben). Da ein Eckpunkt zu mehreren Dreiecksflichen gehoren
kann, konnen sich andere Dreiecksflachen gleichzeitig verkleinern. Fiir jede beteiligte Drei-
ecksfliche werden deswegen die Riickstellkriafte mit Wirkungsrichtung zum Schwerpunkt der
jeweiligen Dreiecksflache (rappen, r ist normalisiert) auf die Eckpunkte der jeweiligen Drei-

ecksflidche gleichméiBig verteilt.

Die Paarungen von Identifikationsnummern der in Kontakt stehenden DE sowie deren Positi-
onskoordinaten konnen im Schritt ,,Kontaktkrifte* der Simulationssequenz von EDEM (vgl.
Kapitel 11.1) seriell ausgelesen werden. Eine zeitgleiche Zugriffmoglichkeit auf alle Paarun-
gen und Koordinaten im selben Zeitpunkt besteht dabei nicht. Sémtliche Werte kdnnen erst
im folgenden Schritt ,,Externe Kréfte* zu Berechnungszwecken verwendet werden. Fiir die
Implementierung von Gl. (40) wurden daher folgende Arbeiten durchgefiihrt (siehe dazu auch
Abbildung 39):

e Externe Speicherung in Textdateien aller Paarungen der Identifikationsnummern und
entsprechenden Positionskoordinaten von DE (zu den Membranen), die aktuell im
Kontakt stehen. Ein ,,optionale Speicher hat sich mit seiner maximalen Kapazitéit von
jeweils 255 Werten im Datentyp double je Eigenschaft fiir die Anzahl der vorhanden
DE als kapazitativ zu klein erwiesen.

e Entwicklung eines Algorithmus, welcher mit vorhandenen Paarungen der Identifikati-
onsnummern Dreiecke konstruiert und deren Flacheninhalte berechnet. Dieser Algo-
rithmus sucht speziell nach drei Paarungen, in denen drei Identifikationsnummern in

jeweils zwei Paarungen enthalten sind.
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

Fiir den Fall einer lateralen Kompression der Membranen (siche Abbildung 45b, mittig) wur-
de ein Voigt-Modell zur Modellierung viskoelastischer Eigenschaften nach Jamali et al.
(Jamali, Azimi, & Mofrad, 2010) implementiert. In der entsprechenden Gl. (41) stellen Rpg.
pen Und Vpepe, die normalisierten Richtungsvektoren in Bezug auf den direkten Abstand

zweier DE zueinander und ihrer Relativgeschwindigkeit zueinander dar.

Foe =K (dpe-oe ~ Ao o Roe-oe. + Prst (Rog-oe.n © Vor-oeer) (1)
Die iibernommenen Feder- und Dampfungskonstanten sind kpy = 6,5-10'17 kg/s2 und bpy =
2-10°1° kg/s fiir die Plasmamembran sowie kxy = 3-107'° kg/s2 und by = 1-1071 kg/s fiir die
Kernmembran und beinhalten bereits den mechanischen Einfluss des kortikalen Aktin-
Netzwerkes. Die libernommenen Werte gelten allerdings nur fiir jeweils 30 DE, welche in
letztgenannter Verdffentlichung die Plasma- und die Kernmembran bildeten. Nach GI. 3.25 in
Antonyuk (Antonyuk, 2006) ergeben sich fiir 500 nm < dpg < 4 pum kritische Zeitschritte von
10" s bis in den einstelligen Sekundenbereich. Diese Zeitschritte sind unverhiltnisméBig
grof3, im Vergleich zu jenen aus dem hier verwendeten SPH-Modell (vgl. Kapitel 11.3.3).
Daher miissten die weiter oben genannten Konstanten noch an Npg angepasst werden. Im

Rahmen dieser Arbeit ergab sich Npg (Plasmamembran, dpg = 0,2 um, dcpgo = 12 um) = 6437
[-].

Die Biegeeigenschaften der Plasmamembran wurden mit dem Modell der elastische Biege-

energie fiir eine Kugelschale (Boal, 2002) berticksichtigt, welche in Gl. (42):

NpE pm

EBiegung = 4”(2KB +Kg ) ~ Z (FDE—DE,B,mdDE—DE,B,mRB,n,m) (42)

m=1
dargestellt ist. Die linksseitigen Parameter kg und kg kennzeichnen die Biegesteifigkeit und
die Gaul3‘sche Biegesteifigkeit. Die erstgenannte Grofe ist bekannt (siehe Kapitel 5.2). Die
zweitgenannte Grofe wurde aufgrund verschiedener Angaben im positiven und negativen

Bereich (Boal, 2002) einfach Null gesetzt.

Die GroBe dpgpep und der Vektor Ry, aus Gl. (42) werden in Abbildung 46 grafisch erklért.
Mit der Radienbeziehung R; < R; (Abbildung 46a) soll eine Biegung verdeutlicht werden, bei
der dpg.pg.g €in MaB fiir die Starke der Biegung darstellen kann. Der normalisierte Richtungs-
vektor Rp, (Abbildung 46b) ist in der Schnittebene der beiden in Kontakt stehenden DE
positionert und wurde tiber dg := max (| Ppex + Ry - Pmcno|) bestimmt. Dieser Vektor Rg

soll die Richtungen der Tangentialkrifte vorgeben, die einer Kriimmung entgegenwirken.

106

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

A b A
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Abbildung 46: Geometrische Berechnungen zu wirkenden Krifte auf Basis der elastischen Biegeenergie.

Zu Beginn der Simulation wurde aufgrund der kugelschalenférmigen Membran vereinfacht
Egicgune = NpE,oFpe-pepdpe-pep berechnet. Hierflir wird eingangs der geometrische Mittel-
punkt der modellierten CHO-Zelle Py, cno aus der Mittelung der Positionskoordinaten aller

der Plasmamembran zugehorigen DE bestimmt.

11.3.2 Membranriss

Die Implementierung eines Modells zur mechanisch-fundierten Charakterisierung eines
Membranriss-Ereignisses blieb bisher ohne Erfolg. Das Kriterium einer kritischen
Membranflachenvergroferung (vgl. Kapitel 5.2) konnte aufgrund der komplexen Abhidngig-
keit des Flidcheninhaltes von den Seitenldngen (hier: dpg.pe) mit den Dreiecksfldchen nicht
eindeutig implementiert werden. Bei einer Unterteilung der Membranfldchen in Vierecke
wiirde Ahnliches erwartet. Wird das Membranriss-Ereignis nur an dpg.pg festgemacht, bleibt
die Frage nach der geeigneten Bezugsflache. Das Kriterium der kritischen lateralen Spannung
(vgl. Kapitel 5.2) lie sich mit der genutzten Entwicklungsumgebung (vgl. Kapitel 11.1) bis-
her nicht implementieren. Einerseits ist der Schritt ,,Aktualisierung® in der Sequenz (siche
Abbildung 39) dem Anwender nicht zuginglich und andererseits hétte eine eigens geschrie-
bener Algorithmus zur Erfassung der resultierenden Krifte auf jedes DE aus den Schritten
,Kontaktkrifte “ und ,,Externe Kréfte* zu einer erheblichen Steigerung der Rechenzeit ge-
fiihrt. Der Status ,,Membranriss* wére moglicherweise mit dem ,,optionalen* Speicher, fiir die
Speicherung der Gesamtkraft auf ein DE, in Kombination mit programm-extern gespeicherten
Daten zu den ermittelten Dreiecks- und Vierecks-Flachen im Schritt , Externe Krifte® zu be-

stimmen gewesen.

107

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

11.3.3 Zytoplasma und Zellkern

Es wurden sdmtliche Organellen, das Zytoskelett und die fliissigen, zdhfliissigen und festen
Edukte, Zwischenprodukte und Produkte des Metabolismus im Zytoplasma sowie im Zellkern
zur Vereinfachung als Eins angesehen. Dafiir wurde den DE dieses Zellbestandteils eine Mas-
sendichte von 1000 kg/m* zugeordnet, die eigentlich etwas groBer sein miisste (vgl. Kapitel

5.6.1). Die zdhfliissigen Eigenschaften beider Bereiche wurden mit der GI. (43):

n Poei  Porj | Ri —R; dW,
FDE*DE,i = — mDE,i Z mDE,j 2DE’ + ;)E’J J J
i=1 pDE,i pDE,J ‘RI - RJ‘ aRI

(43)

. mDE,iZn‘, m (M + nDE,j)VDE,DE,ml 1 6Wij}
= PoriPoE.; R, -R;| oR,

modelliert, welche aus Morris & Fox (Morris & Fox, 1997) entnommen und zur Modellierung
des Zellinneren von pflanzlichen Speichergewebezellen bereits angewendet wurde
(Liedekerke, et al., 2010). Die Kraftwirkung zwischen zwei interagierenden DE wird als
Summe eines Druck- und eines Viskosititsterms berechnet. Es ist |R; — R;| = dpg.pe. Die Ei-
genschaften des als fliissig angenommenen Zytoplasmas, wie die Massendichte (ppg), die dy-
namische Viskositit (npg) und der statische Druck (ppg) sowie die Massen der DE (mpg),
wurden als zeitlich und ortlich konstant gewéhlt. Dies ist eine Vereinfachung, obwohl lokale

Dichte- und Viskosititsunterschiede in eukaryotischen Zellen aufgrund ortlich verschiedener,

intrazelluldrer Strukturen generell vorkommen.

Die Glittungsfunktion (Wj), als Bindeglied des Kontinuums- und Diskrete Elemente Modells,
in Gl. (43) beinhaltet die Glattungsldnge (h). Diese Grofle h bestimmt den Radius der Do-
main, in welcher andere DE noch mit dem gerade betrachteten DE (Index i) wechselwirken
konnen (Liu & Liu, 2003). In dieser Arbeit wurde der ,,quintic spline kernel” aus Morris
(Morris & Fox, 1997) entnommen und wegen seiner besseren Stabilitdt gegeniiber dem viel-
fach genutzten ,,cubic spline kernel*“ (Morris & Fox, 1997) zur Berechnung von f(dpg-pg/h) in

Gl. (44) genutzt.

1 (d
a5 w

Fiir die DE des Zytoplasma und des Zellkern wurden n = 2905 Pa und n = 2-:2905 Pa (Giuilak
et al., 2000) verwendet. Der erstgenannte Wert bezieht sich jedoch auf die dynamische Visko-
sitdt einer ganzen CHO-Zelle (vgl. Tabelle 3). Fiir den initialen intrazelluldren Druck wurde
poE; = pep,j = 101325 Pa festgelegt.
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

Fiir die Wahl des Zeitschrittes sind mehrere Bedingungen zu erfiillen (Morris & Fox, 1997).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur das Courant-Friedrichs-Lewy (CFL) — Kriterium, um
die Ausbreitungsgeschwindigkeit einer Storung mdoglichst realistisch nachzubilden, und jenes
fiir viskose Diffusion (VD) verwendet. Das Kriterium zu Relativbeschleunigungen zweier DE
wurde vernachldssigt, da z.B. keine Explosion modelliert wird. In Tabelle 16 sind Zeitschritt-
kriterien fiir verschiedene dpg-Werte und h = dpg zusammengefasst. Durch die Wahl von h <
dpg, mit der nur direkt benachbarte DE erfasst werden, muss kein zusétzliches Skript zur Be-
stimmung umliegender DE verfasst werden. Es bleibt zu untersuchen, ob h als gro3 genug
gewdhlt wurde. Fiir die Berechnung von CFL wurde die Schallgeschwindigkeit in Wasser bei

T =20 °C von vsepan = 1400 m/s (Herwig, 2008) zugrunde gelegt.

Tabelle 16: Maximale Zeitschritte zur Berechnung des SPH-Modells.

dpg [um]
4 2 1 0,5
CFL [s] 7-107"° 410" 2:10"° 9-107
VD  [s] 7-107" 2:107" 5107 1-10™

Die Tabelle 16 zeigt, dass nach beiden Kriterien sehr kleine Zeitschritte fiir die Berechnung
der eigentlich fliissigen Phase des Zytoplasmas vonnéten sind, was fiir die numerischen Be-

rechnungen zu langen realen Rechenzeiten fiihrt.

11.3.4 Intrazellulare Grenzflichen

Die Grenzfliche zwischen der Plasmamembran und dem Zytoplasma ist im Wesentlichen
durch einen Lipid-Wasser-Ubergang und den Verankerungen des Zytoskeletts charakterisiert.
In diesem Kapitel werden zwei Modelle fiir Zug- und Druckbelastung vorgestellt. Fiir Erstere
wurde eine entsprechende Kopplungsstirke op; [J/m’] aus Merkel et al. (Merkel, et al., 2000)
entnommen, welche allerdings mithilfe von Schleimpilzen bestimmt wurde (vgl. Kapitel 5.3,
letzter Abschnitt). Basierend auf der GroB3e opz wurde ein Federmodell mit der Federkonstante

kpz und einer scheinbaren Dehnung & entwickelt:

max 1
- E pdnision =OpzApz = J. (szS)ds zEkPZanax (45)
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In der Realitdt wird die Riickstellkraft bei einem Rissereignis durch Zugbeanspruchung stark
abfallen. Dieses Phinomen ldsst sich mit der Kontaktauflosung zweier DE modellieren, wobei
eines zur Plasmamembran und das andere zum Zytoplasma gehdrt. Es wire dm.x = dpg bei
gleicher GroBe der beiden DE. Zur Charakterisierung der Bezugsfliche Apz wurde die kreis-
formige Projektionsfldche eines der betreffenden DE gewéhlt, da es sich um eine konstante
GroBe handelt. Der Flicheninhalt eines planaren Dreiecks (Abbildung 45) — oder ein Anteil
hiervon — wiire hierfiir zu groB und schwer zu definieren. Die Uberlappungsfliche der beiden
DE wiirde sich mit wachsendem & verkleinern. Die Gesamtfldchenbilanz der Grenzflache
zwischen Plasmamembran und Zytoplasma geht mit dem gewihlten Vorgehen jedoch nicht

auf. Trotzdem wurde die Kraft durch Umformung der Gl. (45) nach der entwickelten Gl. (46):

_ 20,,md;

Fop ppagi = 157 PEOR b i s (46)

max

berechnet. Fiir die Druckbeanspruchung zwischen der Plasmamembran und dem Zytoplasma
wurde ein dhnlicher Ansatz zu Lennard-Jones verwendet, welcher eigentlich fiir molekulare
Wechselwirkungen entwickelt wurde. In Liu & Liu (Liu & Liu, 2003) wird fiir den geschwin-
digkeitsabhéngigen Parameter empfohlen, diesen im Gro3enbereich der groBten und quadrier-
ten Geschwindigkeit eines DE zu wihlen. Da dieser Wert zeitlich variiert, wurde immer die
grofBere absolute Geschwindigkeit der zwei betrachteten DE gewihlt. Die entsprechend modi-
fizierte Formel aus Liu & Liu (Liu & Liu, 2003) wurde flir dpg-pE initiai/dpe-pe < 1 angewendet

und ist in GI. (47) dargestellt:

12 4
F _ ‘Vi=maX(\Va\) [dDEDE,initial ] _ [dDEDE,initial j R, - Rj @7)
: LJ,Druck — .
dzDE—DE dpe_pe dpe_pE ‘Ri - Rj‘

Die in diesem Kapitel vorgestellten Modelle wurden auch fiir die Grenzflachen zwischen Zy-

toplasma und Kernmembran sowie zwischen Kernmembran und Zellkern verwendet.

11.3.5 Extrazellulidre Grenzflachen

Um die Grenzflichenkrifte zwischen der CHO-Zelle und dem Wandmaterial der Diisenbarri-
ere zu modellieren, wurde ein entsprechendes Modell aus Leong et al. (Leong et al., 2010)
verwendet, welches von Asgresar et al. (Agresar et al., 1998) adaptiert wurde. Die Vektoren

Rpe-wand.n und RJ-DE_Wand,n in der entsprechenden Gl. (48):
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+ KAA (Ai,t:H—At - Ai,t ) éE—Wand,n s (48)

stellen die normalisierten Richtungsvektoren in normaler und tangentialer Richtung des Kon-

F, =0sUGR

DE-Wand,n

taktes dar. Der Umfang des Kontaktkreises ist Ug:

T
UG :E'VdZDE _dzDE—DE . (49)

Eine Grenzflachenspannung von og = 0,023 N/m wurde aus Norotte et al. (2008) iibernom-
men. Jene Autoren bestimmten diesen Wert flir ein CHO-Zellaggregat mit einem Durchmes-
ser von 300 um. Das hier verwendete Flichendehnungsmodul Kax besitzt die Einheit Pa, im
Gegensatz zu Ka (vgl. Kapitel 5.2) und wurde mit Kaa = 10* Pa aus Leong et al. (2010)

ubernommen.

Um den externen Einfliissen der umliegenden fliissigen Phase und dem Atmosphérendruck
gerecht zu werden, muss ein extrazelluldrer Druck modelliert werden. Die entsprechende
Kraft auf die DE der Plasmamembran soll dabei in Richtung des geometrischen Mittelpunktes

der modellierten CHO-Zelle wirken. Damit kann die Gl. (50):

F i = A Pum + Prya (N R)), (50)
fir die externe Druckkraft F,c; aufgestellt werden, in der der atmosphirische (pam) und
hydrostatische Druck (prydro) berticksichtigt sind. Das Negativzeichen vor dem Richtungsvek-
tor R; zeigt im Vergleich zur Darstellung in Abbildung 46 die entgegengesetzte Wirkrich-
tung.

Zeitlich nach dem Membranriss muss F, ¢ ; auf die hinter dem Riss befindlichen DE des Zy-
toplasmas einwirken. Fiir eine entsprechende Modellierung ist von Bedeutung, an welchen

Bereichen der Oberflidche eines Zytoplasma-DE Kontakte zu anderen DE bestehen.

11.4 Zusammenfassung und Ausblick

Bisherige Simulationen ergaben ein anormal rasches Bersten der modellierten CHO-Zelle bei
t ~ 10"* s (siche dazu Abbildung 47). Die beige-griinen, orangen und roten DE stehen dabei
fiir ihre Zugehorigkeit zur Plasmamembran, zum Zytoplasma und zum Zellkern. Die DE der
Kernmembran (in schwarz) sind nicht sichtbar. Dieses Bersten basiert auf teilweise noch feh-

lenden und fehlerhaften Modellen.
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

Abbildung 47: DEM-modellierte CHO-Zelle beim Bersten. Modifiziertes Bild von Schnegas (Schnegas et al., 2012).

Im initialen Zustand der modellierten CHO-Zellmembran konnen aufgrund der Positionie-

rungsmethode entlang von Knotenpunkten eines kubisch-primitiven Gitters und V2dpg.pE >
dpe (siehe Kapitel 11.2) keine Dreiecke erkannt werden. Der Algorithmus funktioniert derzeit
nur bei vielen Kontakten je DE, da hierbei die Wahrscheinlichkeit zur Bildung von Dreiecken
am grofiten ist. Ein Flichenmodell mit Vierecken wire moglicherweise besser zu handhaben,

da diese zu Beginn existieren.

An den intrazelluliren Grenzflichen wurden die Wechselwirkungen in tangentialer Richtung
nicht beriicksichtigt. Daneben ist das Modell fiir die intramembrane Druckbelastung (Gl. (41))
mit Hinblick auf die Feder- und Dampferkonstanten noch optimierungsbediirftig. Die Wahl
von h im SPH-Modell (vgl. Kapitel 11.3.3) ist entscheidend fiir die Qualitdt des modellierten
Zytoplasmas. Der Einfluss des Zytoskeletts auf die Stromungsmechanik im Zytoplasma wur-
de aus Komplexititsgriinden vernachldssigt. Zudem wurde mit einem inkorrekten Druckver-
héltnis zwischen dem Zellinneren und —dufleren simuliert, da der externe Druck noch nicht
umfassend implementiert war. Existierte ein Loch in der modellierten Plasmamembran nach
dem Membranriss, so muss der externe Druck an dem entstandenen Loch auf die freiliegen-

den DE des Zytoplasmas wirken, was ebenfalls noch nicht implementiert wurde.

Die Modellierungen mithilfe des Lennard-Jones-Potentials (Gl. (47)) reagierten sehr empfind-
lich auf kleine Anderungen von dpg.pg. Diese Anderungen hingen letztendlich auch vom ge-
wihlten Zeitschritt fiir die numerischen Berechnungen ab, der jedoch mit Riicksicht auf das
SPH-Modell (Tabelle 16) gewihlt wurde. Daneben wurde jenes Potential eigentlich fiir die

Modellierung intra- und intermolekularer Wechselwirkungen entwickelt.
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11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle

Machbarkeit von CFD-DEM gekoppelten Simulationen

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aufgrund der Uberlappungssituationen (Abbildung 41) im
modellierten Zellinneren keine CFD-DEM-gekoppelten, dynamischen Simulationen einer
CHO-Zelle zur Analyse der Deformation in den Spalt der Diisenbarriere durchgefiihrt. Damit
die Gln. (7) und (8) numerisch gelost und Stromungswiderstandsmodelle trotzdem noch ge-
rechnet werden konnen, diirfen die Volumina der DE nicht jene der Gitterzellen zur Modellie-
rung des Modellraumes an der Diisenbarriere iibertreffen (Solutions, 2011). Die Qualitdten
der geometrischen Auflésung der Diisenbarriere sowie die der CHO-Umstromung miissen
daher mit der geometrischen Modellierung dieser CHO-Zelle einher gehen. Die generelle
Machbarkeit soll mit folgendem Gedankenexperiment untersucht werden. Mithilfe der Abbil-

dung 13 und den Abmessungen zu Tabelle 8 ldsst sich das Modellraumvolumen nach GI.

(51):

VModellraum = h(W1 - 7Z'R§ - 2(1D -R 2 )] Modell (5 1)

ZU VModellraum =~ 138792 pm? berechnen. Eine 3D-Gitterzelle des Modellraumes sei zur rechne-
rischen Vereinfachung wiirfelformig und beséfle eine Kantenlinge mit dquivalenter Grofe zu
dpg. Mit dpg = 0,2 pm (siche Kapitel 11.2, letzter Abschnitt) wiren iiber 17,3-10° Gitterzellen
zur homogenen Vernetzung der Modellraums nétig. Mit den vorhandenen Ressourcen (sieche
Anhang B) wire jedoch eine Vernetzung bei dpg = 0,5 pm (1,1:10° Vernetzungszellen) oder
dpg = 1 pm (weniger als 0,2-10° Vernetzungszellen) realisierbar gewesen (vgl. dazu Kapitel
11.2). Dadurch wére die Spaltbreite in der Diisenbarriere jedoch mit nur maximal 6 Vernet-
zungselementen unterteilt, womit die dortigen Geschwindigkeitsgradienten nicht mehr opti-
mal aufgeldst werden konnten. Zudem wiirden die Rundungen der diisenformigen Elemente

kantig werden.

Mit Kontaktradii > dpg/2, die in EDEM festgelegt werden kénnen, wéren solche gekoppelten

Simulationen moglicherweise realisierbar.
Alternative zu CFD-DEM gekoppelte Simulationen

Um das anfiangliche Deformationsverhalten der CHO-Zelle vor dem Diisenspalt (siche Kapi-
tel 10.1.4) ndher zu untersuchen, konnte ein entsprechendes DEM-Modell ohne Kopplung zur
Stromungsmechanik erstellt werden (Draufsicht in Abbildung 48). Die normalen- (Fy,) und
tangentialen Kontaktkréfte (Fy;) an der Wand der Diisenbarriere wiirden dabei zum Beispiel

tiber GI. (48) berechnet.

113

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fir den persénlichen Gebrauch.



11 Ansdtze zur mechanischen Modellierung einer CHO-Zelle
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Abbildung 48: DEM-Modellierung der CHO-Zelle vor dem Spalt der Diisenbarriere (Schnegas et al., 2012).
Die Stromungskrifte konnten als Krifteprofil auf die DEM-modellierte CHO-Zelloberfldche
angewendet werden. Als Beispiel wurden Krifteprofile liber eine CHO-Zelloberfliche (dcyo
=7 um, ycuo.1, V =500 ul/min, Diisenbarriere) ohne Beriicksichtigung von pam aus den stati-
ondren Simulationen (vgl. Kapitel 8.1.3) nach dem Prinzip F,; = (tw..i + p)-Acno..i berechnet
(Abbildung 49). Das z in den Indizes von t und Acpo steht dabei fiir den projizierten Anteil in
z-Richtung.

In Abbildung 49 liegt der Mittelpunkt der modellierten CHO-Zelle bei Pcros = (Xs, ¥s, Zs) =
(21,5 pm, 25 pm, 4,51 pm). Die Krifteprofile fiir Fy(y) und F,(z) zeigen scheinbar lineare
Verldufe. Diese konnen mit der zentralen Position ycno,; und des umgebenen symmetrischen

Modellraums erkldrt werden. Es sind F, = ¥(F,(z)) > 0 pN und Fy =X (Fy(y)) ~ 0 uN

erkennbar, was mit der Lage der quadratischen Symbole in Abbildung 24 iibereinstimmt.
Aufgrund der symmetrischen Modellung sollte Fy = Z(FX(X)) ~ 0 uN. Die scheinbar grofe-
re Anzahl an Werten im Bereich Fx > 0 uN (Abbildung 49c) fiihrt hier jedoch zu der Annah-
me: F, = Z(FX(X)) > 0 uN. Die Richtigkeit des zu x = x, scheinbaren symmetrischen Profil

Fx(x) ist in Frage zu stellen, da eine Ausgewogenheit wie bei Fy(y) zu erwarten gewesen wire.
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Abbildung 49: Krifteprofil iiber eine modellierte CHO-Zelle vor der Diisenbarriere bei V =500 pl/min und ycpo -
In Bezug auf Ergebnisvergleiche in nachfolgenden Arbeiten muss bedacht werden, dass in
den Ergebnissen aus Abbildung 49 die Kontaktkréifte zwischen modellierter CHO-Zelle und
Wand der Diisenbarriere (vgl. Kapitel 7.1.5, letzter Abschnitt) nicht bertiicksichtigt wurden.
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Zusammenfassung

Chinese-Hamster-Ovary (CHO) Zellen werden zur Produktion von Wirkstoffen in der phar-
mazeutischen Industrie eingesetzt. Die mechanischen Eigenschaften solcher Zellen spielen fiir
ihre Aufbereitung und die Grundlagenforschung eine wesentliche Rolle, insbesondere bei z.B.
der Auslegung integrierter Systeme wie Chiplabore, in denen Zellaufschluss stattfindet. Im
Rahmen des Projekts ,,SysCompart® als Teil des vom Bundesministerium fiir Bildung und
Forschung (BMBF) initiierten Programms ,,Neue Methoden in der Systembiologie* wurde ein

solches Chiplabor an der TUHH entwickelt.

In dieser Arbeit werden mechanische Beanspruchungen auf suspensions-adaptierte CHO Zel-
len durch Umstrémung sowie deren Antwortverhalten in Zusammenhang mit dem Kanalsys-
tem eines solchen Chiplabors beschrieben. Der Schwerpunkt liegt auf Situationen, in denen
die CHO-Zelle mit einer Wand in Kontakt steht. Im Speziellen wurden das Ablésen haftender
CHO-Zellen von Winden und das Treffen solcher Zellen auf sieb-artige Barrieren mit quader-

und diisenformigen Elementen auf Basis experimenteller Daten numerisch untersucht.

Die stromungsseitige Belastung und das Antwortverhalten der CHO-Zellen werden dabei ge-
trennt betrachtet, da gekoppelte Simulationen zur Bestimmung der dynamischen Deformation
solcher Zellen aufgrund fehlender experimenteller Daten zur Validierung und Komplexitits-
griinden nicht durchgefiihrt wurden. Die Stromungskrifte auf solche Zellen werden deswegen
mittels statischer Stromungssimulationen bestimmt, wogegen das Antwortverhalten durch
dynamische Simulationen abgeschitzt wird. Zusitzlich werden Ansétze, dhnlich zur Diskrete-
Elemente-Methode (DEM), hinsichtlich geometrischer und mechanischer Modellierung einer

CHO-Zelle mit mechanisch-relevanten Bestandteilen priasentiert.

Fiir die Stromungssimulationen wurden die CHO-Zellen als starre Objekte modelliert, um die
aus Driicken und Schubspannungen resultierenden, maximalen Krifte auf diese Zellen zu
identifizieren. Ein Schwarmverhalten von CHO-Zellen oder der Einfluss von Zellresten an
den Barrieren blieb bei den Modellierungen zur Vereinfachung unberiicksichtigt. Zur Abldse-
situation konnte ferner eine Zellverformung mit quasi-stationdren Deformationsphasen nach-
gebildet werden. Neben charakteristischen Stromungskraften wurden erstmalig auch Wider-

stands- und Reibungskoeffizienten bestimmt.
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Zusammenfassung

Fiir die dynamischen Simulationen wurde eine Differentialgleichung aus einem modifizierten
Hertz-Modell, zur Berechnung von Elastizititsmodulen, und Modellen aus der Theorie beziig-
lich Wechselwirkungskréfte in zweiphasigen Stromungen erstellt und damit ein normaler Stof3
zwischen CHO-Zelle und Wand modelliert. Zusétzlich wurde in Ansdtzen theoretisch unter-

sucht, ob fiir solche Zellen ein Restitutionskoeffizient bestimmt werden kann.

Der vorhandene Datenbestand zu mechanischen Groflen von CHO-Zellen bezieht sich fast
vollstindig auf adhirent-wachsende Zellen. Fiir die Modellierungen des Antwortverhaltens
und der Ansitze zur Modellierung von Zellbestandteilen wurden daher auch bekannte mecha-

nische GroBen anderer eukaryotischer Zellen verwendet.
Die Ergebnisse konnen wie folgt zusammengefasst werden:

An der Diisenbarriere sind die maximalen Stromungskrifte auf die auftreffenden CHO-Zellen
erwartungsgeméil grofer als an der Quaderbarriere und hingen anscheinend proportional von
der ZellgroBe und reziprok proportional von der Prozesstemperatur ab. Bei Betrachtung der
letztgenannten Einflussparameter in Bezug auf die Diisenbarriere scheint die ZellgroB3e in den
betrachteten Bereichen der Zellgroen, Volumenstrome und Prozesstemperaturen gewichtiger
zu sein. Die ermittelten KraftgroBen liegen in der Nano-Newton- und Mikro-Newton-Skala,
wobei die Druckanteile dieser Krifte nahezu immer tiberwiegen. Das tatsdchlich verwendete
Medium TC42+Glutamin zum Transport der CHO-Zellen besitzt dhnliche mechanische Ei-
genschaften wie demineralisiertes Wasser, weshalb beinahe gleiche Krifte auf die CHO-

Zellen bei einem Ergebnis-Vergleichstest festzustellen waren.

Auf Basis der Ergebnisse aus dem simulierten Antwortverhalten der CHO-Zellen wére ein
kontinuierlicher Zellaufschluss fiir CHO-Zellen mit einem Durchmesser von 12 um durch die
Diisenbarriere theoretisch moglich. Tatsdchliche Zellaufschliisse werden mit den Daten aus
den experimentellen Versuchen des Institutes fiir Bioprozess- und Biosystemtechnik bestatigt.
Ein kontinuierlicher Betrieb wird jedoch aufgrund lokaler bis flichendeckender Verstopfung
widerlegt. Zur Quaderbarriere bestehen der theoretische Verdacht und die experimentelle
Gewissheit, dass zumindest kleinere CHO-Zellen bei den verwendeten Volumenstromen nicht
aufgeschlossen werden. In Bezug auf die stromungsseitige Belastung der CHO-Zellen ist die

Diisenbarriere der Quaderbarriere vorzuziehen.

Es konnten charakteristische Stromungskriafte zum Ablosen haftender CHO-Zellen fiir ver-
schiedene ZellgroBen und —Formen bestimmt werden. Mit den gewonnen Daten kann ange-

nommen werden, dass die Haftkrifte zwischen CHO-Zelle und den Elementrundungen der
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Zusammenfassung

Diisenbarriere beim groBten betrachteten Volumenstrom iiberwunden werden. Eine Ubertra-
gung der gewonnenen Daten auf die Auftreffsituation am Eingang der Quaderbarriere wird

aufgrund zu groBer Modellunterschiede nicht empfohlen.

Es wird prognostiziert, dass Restitutionskoeffizienten ungleich Null von CHO-Zellen schwer
zu bestimmen sind, da der geringe Dichteunterschied zwischen CHO-Zelle und einer wissri-
gen, extrazelluldrer Phase eine hohe Relativgeschwindigkeit verhindert. Fiir erkennbare
Kompressionsphasen wiren Versuche mit Apparaturen notwendig, die nach dem Prinzip von

z.B. Zentrifugen arbeiten.

Mit der Modellierung von mechanisch-relevanten Bestandteilen einer CHO-Zelle iiber kugel-

formige Elemente sind noch folgende Konflikte zu bewiltigen:

e Die realen GroBenverhiltnisse dieser Zellbestandteile konnen am Beispiel der Plas-
mamembran und des Zytoplasmas nur bei ausreichender Rechenkapazitdt modelliert
werden.

e Fiir die numerischen Berechnungen dieser Zellbestandteile bei fast gleicher Original-
grofle sind sehr kleine Zeitschritte notwendig, die zu langen Rechenzeiten fiihren.

e Fiir die Berechnungen der Grenzflichen zwischen Zellbestandteilen fehlen noch expe-
rimentelle Daten auf Basis der Kontinuums-Theorie zu Druck-, Scher- und Zugbelas-
tungen.

e Bei lokalen Flichendehnung der Plasmamembran bis zum Riss ist ein Kompromiss zu

kritischer Flachendehnung und Kontaktauflosung benachbarter Elemente zu finden.
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Anhang

A Summenverteilungen

Die Anzahlsummenverteilung Q, (Abbildung 43) wurde nach Gl. (52) berechnet und enthélt
den normalisierten Abstand (d, = dpg.pg / dpg), die Gesamtanzahl der Kontakte zwischen DE
der modellierten Plasmamembran (Nk) und die Anzahl der Kontakte mit gleichem (d, (Nj)),

die mit steigendem d,, summiert wurden.

i
d )=t
QO n,j+l NK
Die Flachensummenverteilungen Q, (Abbildung 15), hier in Abhéngigkeit des Flicheninhal-
tes der planaren, dreieckigen Elemente (Agiteri), wurden nach Gl. (53) berechnet. Im Zéhler
wurden die Flachen der Flachenelemente mit steigendem Flacheninhalt summiert.
j
Z A Gitter,i
i=1

Q, (AGitter,jH )= N (53)

Newo

A

Gitter,i
i=1

B Rechnersystem und Skripte

Die im Folgenden aufgefiihrten Skripte wurden in den Programmiersprachen C und C++ ver-
fasst. Die Skripte in C wurden von ANSY'S Fluent interpretiert und zu Beginn der Stromungs-
simulationen als Randbedingung geladen (Anhinge B.1 und B.2) oder nach Ende dieser Si-
mulationen auf die Ergebnisdaten angewandt (Anhang B.3). In den Anhéngen B.1, B.2 und
B.3 werden die numerischen Berechnungen der Gln. (9) und (13) dargestellt und fiir Gl. (24)

auf die Publikation verwiesen, aus der das Skript kopiert wurde.

Die Skripte in C++ (Anhinge B.4 und B.5) zur Berechnung der Kompressionsphase, Gln.
(38) und (39), wurden mit Microsoft Visual Studio 2008 erstellt und ausgefiihrt. Als Basis
diente jeweils das Betriebssystem Microsoft Windows 7 Professional in der Version 6.1.7601
Service Pack 1 Build 7601. Die Berechnungen fanden auf einem 64-bit System mit einem

Intel® Core™ 15 CPU 760 @2.8 GHz 2.8 GHz Prozessor und 8 GB RAM statt.
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Anhang

B.1 2D-Geschwindigkeitsprofil

Zur Anwendung in ANSYS Fluent (12.0.16):

#include "udf.h"

#include <math.h>

DEFINE_PROFILE( inlet z velocity, thread, position )

{
const double  Volumenstrom = 0.00000005/60., //[m?/s] — V =50 pl/min
Kanalbreite =0.00175, // [m]
Kanalhoehe =0.00005; /] [m]
real x[ ND ND ], y;
face t f;
begin_f loop( f, thread )
{
F_CENTROID( x,f,thread );
y =x[1];
F_PROFILE( f, thread, position ) = 6. * Volumenstrom * ( Kanalhoehe*y — y*y )/
( Kanalbreite*pow( Kanalhoehe, 3) );
H
end_f loop (f, thread )
H
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Anhang

B.2 3D-Geschwindigkeitsprofil

Zur Anwendung in ANSYS Fluent (12.0.16):

#include "udf.h"

#include <math.h>

DEFINE_PROFILE( profile z, thread, position )

{

const double Volumenstrom = 0.0000000551/60., // [m?/s] — 55,1 pl/min
Kanalbreite =0.00032, // [m]
Kanalhoehe =0.00006, // [m]
PI =3.1415926535; // Kreiszahl [-]

real x[ND ND |, x , vy;

face t f;

double Counter, x1, y1, Zachler, Nenner, Zachler Summe, Nenner Summe,
KoZ, KoN;

int i

KoZ =12 * Volumenstrom / ( 0.5 * Kanalbreite * 0.5 * Kanalhoehe * pow( PI, 3));
KoN = 192 * Kanalbreite / ( Kanalhoehe * pow( PI, 5));

begin_f loop( f, thread )

{
F_CENTROID( x,f,thread );
x_=x[0];
y =x[1];

Zaehler Summe = 0.0; Nenner Summe = 0.0;

for(i=1;1<1001;i++)

{
Counter = (double)(2*i—-1); /I Anpassung der Zaehlervariable
x1 =X_; )
- Anpassung des Koordinatensystems
yl =y — Kanalhoehe /2;
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Anhang

Zaehler = pow( (—1.0), (Counter — 1.0 )/2 ) *
( 1 — cosh( Counter*PI*y1/Kanalbreite ) /
cosh( Counter*PI*Kanalhoehe/( 2 * Kanalbreite ) ) ) *

cos( Counter*PI*x1/Kanalbreite ) / pow( Counter, 3 );

Nenner = tanh( Counter*PI*Kanalhoehe/( 2 * Kanalbreite ) ) /

pow( Counter, 5 );

Zachler Summe = Zaehler Summe + Zaehler;

Nenner Summe = Nenner Summe + Nenner;

F_PROFILE( f, thread, position ) = KoZ * ( Zaehler Summe /
(1-KoN * Nenner Summe ) );

H
end_f loop( f, thread )

B.3 Energiedissipation pro Zeit und Volumen

Das Vorgehen wurde aus Mollet (Mollet, Physiological effects of hydrodynamic forces on
animal cells, 2004) adaptiert.

B.4 CHO-Wand-Stof3: Kompressionsphase

#include <fstream>
#include <iostream>
#include <string>
#include <sstream>
#include <fstream>
#include <math.h>
#include <stdio.h>
#include <stdlib.h>
#include <utility>

#include <vector>
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Anhang

#include <algorithm>

#include <map>

using namespace std;

const double PI = 3.1415926535; // Kreiszahl Pi

double d Zellgroesse =0.000012, ! dcpo [m]
v_Poisson =0.5, /I Querkontraktionszahl [-]
rho =1050.0, /I pcno [kg/m3]
rho f =1000.0, /1 pr [kg/m?]
eta f =0.0008, /I ne [Pa-s]
R_Spitze =0.0000264, // Radius der AFM-Spitze
Gravitation =9.81, // Beschleunigung [m/s?]
Delta_dm =d_Zellgroesse / 1000.0, // init. Kompressionsstrecke [m]
dm =0.0, //' 0 [m]
m_CHO =rho*PI*pow(d_Zellgroesse, 3.0)/6.0, // mcyuo [kg|
m CHO v = (2.0/3.0)*rho_f*PI* // virtuelle Masse zu mcuo

pow(d_Zellgroesse/2.0, 3.0),
k St =300.0/10g(60.0/0.7); /1 ks; [Pa/log[m/s]]

double v CHO,v CHO LOG, E Modul, F AFM, dm_ modify, F deltaP, Re p, F Umstroemung,

Beschleunigung;

std::vector<double> Temp;

int main(int argc, char *argv[])

{

F _deltaP=m_CHO * ( 1.0 - tho_f/rho ) * Gravitation;

// Berechnung der Sinkgeschwindigkeit
v_CHO =F deltaP/( 3.0 * PI * eta f* d Zellgroesse );

if (v_CHO *d_ Zellgroesse * rho f /eta f >0.25)

{
//Gleichung zur Berechnung der Sinkgeschwindigkeit: Giiltigkeitsverletzung
}
else
{
// Keine Aktion
H

double dt = Delta dm /v_CHO; // Delta dm = 12 nm

for(intt=1;t<1000; t++)
{
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Anhang

dm=v_CHO * dt + dm;

// Berechnung der Stromungswiderstandskraft
Re p=v _CHO * d_Zellgroesse * tho_f/eta f;

if (Re p<0.5)

{
F Umstroemung =3 * PI * eta f* d Zellgroesse * v. CHO;
}
else
{
F_Umstroemung = ( 27.0/8.0 ) * PI * pow( pow( eta_f, 4.0 ) * rho f*
pow( d_Zellgroesse, 6.0 )*pow( v_CHO, 6.0 ), (1.0/5.0) ) *
dm;
H

// Berechnung der Widerstandskraft gegeniiber Zelldeformation
v_CHO_LOG =v_CHO * pow( 10.0, 6.0 );

E Modul =k St * log(v.CHO LOG ) +2000.0 *dm /(3.0 * d Zellgroesse ) +
1075.0/3.0;

F AFM =(4.0/3.0 ) * E_ Modul * pow( R_Spitze, 0.5 ) * pow( dm, 3.0 /2.0 );

// Entschleunigung
Beschleunigung = ( F_deltaP - F AFM - F_Umstroemung )/ (m_CHO - m_CHO v);

v_CHO =v_CHO + Beschleunigung * dt;

Temp.push back( dm );
Temp.push back( (double) t*dt );
}

return EXIT SUCCESS;
}

B.5 CHO-Diise-Stof3: Kompressionsphase

#include <cstdlib>
#include <iostream>
#include <fstream>
#include <string>
#include <sstream>
#include <fstream>
#include <math.h>

#include <stdio.h>
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#include <stdlib.h>
#include <utility>
#include <vector>
#include <algorithm>

#include <map>

using namespace std;

const double PI =3.1415926535; // Kreiszahl Pi

double d Zellgroesse =0.000012, ! dcno [m]
v_Poisson =0.5, /I Querkontraktionszahl [-]
rho =1050.0, /I pcno [kg/m?]
rho f =1000.0, /1 pr [kg/m?]
eta f =0.0008, /l n¢ [Pa-s]
R _Spitze =0.0000264, /I Spitzenradius
vt 50 =0.014285714, /] Vinax bEL V' =50 ul/min und yepo
vf 100 =0.028571429, /] Vanax bei V' =100 pl/min und yco,
vf 500 =0.142857143, /] Vinax bEL V' =500 ul/min und yepo
Delta dm =d_Zellgroesse / 1000.0, // Deformationsschritt [m]
dm = 0.0, // 0 [m]
vf =vf 100, // VARIABLE
m_CHO = rho*PI*pow(d_Zellgroesse,
m CHO v =(2.0/3.0)*rho_f*PI*pow(d Zellgroesse/2.0, // virtuelle Masse
k_St =300.0/10g(60.0/0.7),
dt = 8.4*pow(10.0, -8); // =Delta_dm/vf 500
int Zachler =1;

double v CHO,v_CHO_LOG, E Modul, F_AFM, Re p, F_Umstroemung, Beschleunigung;

std::vector<double> Temp;
std::ofstream DATAPOINT;

int main(int argc, char *argv[])
{

v_CHO = vf;
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for(intt=1; t < 1000000; t++)

{
dm=v_CHO * dt + dm;

// Berechnung der Stromungswiderstandskraft
Re p=(vf-v_CHO) *d Zellgroesse * rho f/eta f;

if (Re p<0.5)

{
F Umstroemung = 3.0 * PI * eta f* d Zellgroesse * ( vf-v_CHO );
H
else
{
F Umstroemung = ( 27.0/8.0 ) * PI * pow( pow( eta_f, 4.0 ) * rho f*
pow( d Zellgroesse, 6.0 ) *
pow( vf-v_CHO, 6.0), ( 1.0/5.0 ) ) * dm;
}

// Berechnung der Widerstandskraft gegeniiber Zelldeformation

v_CHO_LOG =v_CHO*pow( 10.0, 6.0 );

E Modul =k St *log(v.CHO LOG )+ 2000.0 * dm/ ( 3.0*d Zellgroesse ) +

1075.0/3.0;

F AFM =(4.0/3.0)* E Modul * pow( R_Spitze, 0.5 ) * pow( dm, 3.0/2.0 );

// Entschleunigung: Daher wird die virtuelle Masse subtrahiert

Beschleunigung = ( F_Umstroemung - F AFM )/ (m_CHO - m_CHO v);

v_CHO =v_CHO + Beschleunigung * dt;
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if ( Zaehler == 1) //Ausdiinnung der Ergebnisse

{
Temp.push_back( dm );
Temp.push_back( ( double ) t*dt);
H
else if ( Zaehler == 10)
{
Zaehler = 0;
h
Zaehler++;

}

system("PAUSE");

return EXIT SUCCESS;
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