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 Universitit 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 Universitit 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 kénnen. 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 (sieche 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 gewéhlt (CHO: Chinese Hamster Ovary), welche neben der Grundla-
genforschung auch fiir die Pharmaindustrie von Bedeutung ist. Es lassen sich bekanntlich An-
tikdrper zur Behandlung von zum Beispiel rtheumatischen 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).
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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 Durchstromungs-
querschnitten. Wihrenddessen ist jede CHO-K1 Zelle mechanischen Belastungen ausgesetzt,
die durch Druck- und Scherkrifte seitens des Trigermediums 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

Zuflusse der

Zufluss der Zellsuspension Mantelfliissigkeit

(CHO-Zellen in TC42)

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

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

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

Zellablésung: 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.
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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) veroftentlicht 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 Haftkriften ausgesetzt sind.

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

grob-vereinfachte Deformationsmodelle abgeschitzt.

Weiterhin werden erste Ansdtze 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 um und 100 pum,
laminare Stromungen, 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 {iber das Stromungsprofil, die Integrationsmoglichkeit 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
uneingeschrankt nutzbar, da der mittlere Molekiilabstand bei Fliissigkeiten ca. 0,3 nm betrigt
(Ehrhard & Meisel, 2002). Bei Abstinden in der GroBenordnung von Molekiilen wiirde die
Molekulardynamik mit dem Lennard-Jones Potential zur Anwendung kommen. Im Vergleich
zur Makroskala spielen Grenzflichenphdnomene, wie Spannungen und die Viskositit, eine
groflere Rolle. Die Volumen-bezogenen Phinomene, wie Gravitation oder Tréigheit, 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 iiber 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 bestdtigt (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 Einlauflidnge spielt eine wesentliche Rolle in Bezug auf eine Modellierung der Kanal-
stromung. Um abzuschédtzen, ob die Annahme eines voll-ausgebildeten Geschwindigkeitspro-
fils in Kanilen mit quaderférmiger Querschnittsfliche gerechtfertigt ist, kann mit GI. (1) eine
entsprechende Berechnung (Durst et al., 2005) durchgefiihrt werden. Die Einlauflinge (lnyar)
hingt dabei vom hydraulischen Durchmesser (Wibel, 2008) des Kanals (d,) nach Gl. (2) und
der Reynolds-Zahl (Repyqr) nach Gl. (3) ab.

1
lhydlr = dh [0:63 11’6 + (0,0442 Re hydr )1’6 ]1,6 (1)
d = M 5

b=

hKanal + bKanal ( )
ved,p,
Rehydr = (3)
Mg

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

tit neund der mittleren Stromungsgeschwindigkeit vy abhingig.

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 Groflen bezeichnen dreidimensionale Vektoren und Tensoren.

op;

?Z—V(vaf) (4)
op;
%+V(pfvaf)=—VT—fo +p,8 (5)
2
T= n[va + (va )T ]+ (X — gnSJ(va )I (6)

Im Rahmen dieser Arbeit werden die fliissigen Phasen als inkompressible, Newtonsche Fliis-
sigkeiten bei isothermen Bedingungen simuliert. Daher kann pf als konstant und n¢ als kon-
stant und zudem als unabhéngig vom Schergefille behandelt werden. Der Tensor T wird nach
dem Newtonschen Schubspannungsgesetz entsprechend Gl. (6) berechnet. In diesem stellen A,
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 Kontinuitdtsgleichung und die Impulsbilanz vereinfachen sich zu Gin.
(7) und (8) (Paschedag, 2004). Letztere Bilanz wird auch die Navier-Stokes-Gleichung ge-
nannt.
Vv, =0 )
pf%:—pfvaVf +n,V’v, —=Vp, +p,g )
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 Kanédlen 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 Grofle n¢ 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 fj(X,y,a,b) und f;(a,b) sind in den GIn. (10) und (11) gegeben. Fiir

die Endwerte der Summen miissen natiirliche Zahlen anstatt co gewahlt werden.
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

3 12V f, (a, b, X, y)

a abTC3 fz (aa b) (9)
B . cosh(fyj cos(i;xj
i a a
flabxy)= 3 |12 1-——m S (10)
i=1,3,5,... COSh(j 1
2a

2
— (11)

Bei quaderformigen Kanédlen mit bganar >> hkanal 18sst 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 bkana — x-Koordinate) fiihrt hier auch zu dp/dx = 0
Pa/m. Mit dem Wegtfall von 6/0t 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.

Vf :___Y(y_hl(anal) (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) {iber y und anschlieBender
Multiplikation mit bk, ergibt sich der Volumenstrom V¢. Durch das Gleichsetzen beider
Gleichungen nach Ap/Az resultiert Gl. (13) (Simson, 1998).

6V

\L =—m}’(y—hman) (13)

Kanal

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 vollstandig umstromt wird. Damit konnen die
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3 Stromungsmechanische Grundlagen

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

kugelférmigen Objekten verglichen werden.

Ve d
Rezf’l\:]—hpf (14)
f
Ve depoP
Re, : ReCHO:%HOf (15)
f

3.3 Zweiphasiges System: Krifte 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):

3 m
Fy ZZCW(RCCHO) - %h’f _VCHO|(Vf _VCHO)' (16)
cio Ycno

Diese Gleichung enthilt einen Widerstandsbeiwert (cw(Recno)), die durchschnittliche Mas-
sendichte (pcpo) und Masse (mcho) einer CHO-Zelle. Fiir die Berechnung von c¢y(Recho) 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 Stie3 (StieB,

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 7,

OV,
Saffman — 4 |Vf - VCHO| PN

~ (17)

Diese Saffmankraft Fsasiman Wird ebenfalls dynamische Auftriebskraft genannt und kann in
Abhéngigkeit eines dynamischen Auftriebsbeiwertes dargestellt werden (Laurien & Oertel jr.,
2009). Jedoch wirkt die Widerstandskraft durch das umgebene Medium der Kraft Fsyfsman ent-
gegen. Um festzustellen, ob die Kraft Fssman 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
oV,

x (18)

0.5
depog = 0,588(%J
£

Gl. (18) ist giiltig fiir kleine Recpo, wie auch die Gleichung fiir Fsafrman (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 (Fa,) nach GI. (19), relativer Beschleunigung (F.m) nach GI. (20), verzo-
gerter Ausbildung der Grenzschicht bei relativer Beschleunigung (Fg) nach Gln. (21) - (22)
und Eigenrotation des Korpers (in einer Schergradienten-freien Fliissigkeit: Fiiagnus) auf den

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

mige Korper:
”d3CHo P
Fy =Pcio 6 l_p g (19)
CHO
nd? ov ov ov ov
F c CHO f iy f CHO _ CHO ' 20
vm vmpf 6 ( 8‘[ f aX at CHO ax ( )
OV OV B OV cho _ OV cho
2 ¢ TV Vcno
PN mdiyo ot 195, ot 0 (21)
F, =9 Cp I = dr,
T 6 S (t — '[) ’
cy =2,88+ 3,12
2 -1
|Vf - VCHO| |d|Vf - VCHO|| N (22)

1
dcno ‘ dt

Die Krifte Fym, Fg und Fyagnus sind ebenfalls bekannt als die virtuelle Massenkraft, die Zahig-
keitskraft (Basset-Term) und die Magnus-Kraft (Paschedag, 2004). Die Kraft F,, bewirkt
eine zusdtzliche Tragheit des Partikels, da Fluidteilchen fiir die Umstrémung des beschleunig-
ten Partikels zusétzlich beschleunigt werden miissen. Fiir kugelformige Partikel existiert hier-
fiir my, = ndp3pf/ 12 (Spurk & Aksel, 2006; White, 2011) als Ausdruck fiir die zusétzliche vir-
tuelle Masse (m,) des Partikels.
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