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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.
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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 fe