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Bei der Kultivierung von Saugerzellen in glutamihigen Medien werden groRe Mengen an Laktat und Amiom

in den Kulturiiberstand ausgeschieden. Diese toarsddebenprodukte kdnnen sich nicht nur negativ diaf
Zellvitalitdt und die Produktivitat auswirken, s@md auch das Wachstum zu hohen Zelldichten verhinde
Verschiedene Produktionszelllinien, die fur die $iellung von biopharmazeutischen Produkten eingeseirden,
kénnen zum Beispiel auch mit Pyruvat (Pyr) ansteda Glutamin (GIn) im Kulturmedium wachsen. Alslg®
verbrauchen diese Zellen nicht nur weniger Glu¢@ac), sie produzieren auch signifikant wenigektiaa und kein
Ammonium.

Eine Mdglichkeit, den Zellstoffwechsel und die auggle liegenden zellularen regulatorischen Mechagnsn@her zu
untersuchen, stellen Enzymaktivititsstudien darw@tb die Analyse von Enzymen relativ komplex istdun
Hochdurchsatztechnologien fur Enzymaktivitaten hiderall zur Verfiigung stehen, kann deren Messuergvolle
Informationen Uber Flussraten im Stoffwechselwegdelin, die fir das Verstandnis von metabolischetzwerken
von grofRer Bedeutung sind. Daruber hinaus kdnneaeriBatze zu Enzymaktivitaten zusammen mit Proteamd-
Metabolomdaten im Sinne eines systembiologischersatmes in mathematische Modelle zum Zellmetaboksmu
integriert werden. Solche Modelle kénnen Informagio Uber Stoffwechselwege liefern, die wichtig fdie
Optimierung von Zelllinien und Kulturmedien sind.

Die Zielsetzung der vorliegenden Studie bestandVifesentlichen in der Charakterisierung der Wirkuran v
verschiedenen Kaultivierungsbedingungen auf die VA&ien von Schlisselenzymen des Zentralstoffwdshder
Madin-Darby canine kidney (MDCK)-Produktionszelitn Auf Basis einer Hochdurchsatzplattform fir
Enzymaktivitditsmessungen in Pflanzenzellextraktgiteszunachst eine effiziente Analyseplattform Bastimmung
von Enzymaktivitaten in Saugerzellen entwickelt desr. Eine geeignete Gruppierung von verschiedemegrien
sollte es erméglichen, deren Aktivitdten mit eigemeinsamen Messmethode nachzuweisen.

Der erste Abschnitt dieser Arbeit befasste sichdmit Etablierung von sensitiven und auf Mikroplaltgsierenden
Assays zur Messung von 28 Enzymen des zentraleteHRstoff- und GIn-Metabolismus in Séaugerzellen. Deue
Hochdurchsatzplattform zur Bestimmung von Enzynvitiiien bestand aus vier verschiedenen Cyclingyssdaer
Vorteil bei der Verwendung von enzymatischen Cygikssays und 96-Well Mikrotiterplatten lag in deshien
Sensitivitat bei der Produktbestimmung (0,025 h#% ©mol) und im Probendurchsatz. Aufgrund des Fehlon
Zellwanden in Saugerzellen war die GenerierungRaben im Vergleich zur Plattform fir Pflanzenzeleenfacher.
Zudem konnen kontinuierliche Zelllinien leicht unk®ntrollierten Bedingungen wachsen. Auch waresgnechende
Versuche weit weniger zeitaufwendig als ExperimentePflanzen. Zellextrakte konnten stark verdiwetden, so
dass eventuelle Interferenzen durch andere Kompenem Extrakt verringert sowie Uber- und Unterdzhégen
der tatsachlichen Enzymaktivitdt vermieden wurdea.Substratkonzentrationen im Assay durchgehencdeizigim
anndhernd konstanten Niveau gehalten werden konwtenden ferner moégliche Enzyminhibierungen durathehe
Produktkonzentrationen unterbunden. Um eine Inhipig des zu untersuchenden Enzyms durch zu hohe
Substratlevel zu vermeiden, wurde die maximal nobgliSubstratkonzentration verwendet, bei der kigihibierung
beobachtet wurde. Alle Enzymassays wurden mit MOX&extrakt optimiert und validiert.

Im Zuge der Entwicklung der Assay-Plattform fur §éuzellen wurde im zweiten Schritt der Arbeit eirchtiges
Kopplungsenzym fiir die Anwendung in sensitiven @tgt-3-Phosphat (G3P)-Assays produziert, welches diir
zukinftige Studien zum Zellstoffwechsel Verwendtingen kann. Dazu wurde eine Glycerokinase (GK)Righia
farinosa mit einem 5-L Bioreaktor rekombinant Pichia pastoris hergestellt. Das Enzym wurde anschlieRend mit
einer Kombination aus Nickel-Affinitats- und Aniameustauschchromatographie aufgereinigt. Die spgehd
Aktivitat des finalen Produkts lag bei etwa 200 tdmiro mg an Protein. Das pH- und Temperaturoptirtagrbei 7,0
beziehungsweise 45 °C. Der effektivste Phosphatdfimodie Umwandlung von Glycerol in G3P war ATPohei
auch ITP, UTP, GTP oder CTP genutzt werden korbés. Enzym zeigte mit UTP, GTP und CTP das Phanaleen
negativen Kooperativitdt und konnte erfolgreich flie Messung der Pyruvatkinase-Aktivitdt in MDCK IIBa
verwendet werden.

Im dritten Teil der Studie wurde die entwickelte sag-Plattform fur die Untersuchung der Wirkung von
Medienwechsel auf Enzymaktivitdten des Gluc- und-Kaktabolismus von adharenten MDCK-Zellen genudzbei
wurden die Zellen in Sechs-Well-Platten mit Gln-eodPyr-haltigem GMEM-Medium bis zur exponentiellend
stationdren Wachstumsphase kultiviert und die Aféign von 28 metabolischen Enzymen in Zellextnakte
untersucht. Vorangegangene Studien zu Stofffludgsera in MDCK-Zellen vermuteten unter anderem, dass
Medium zugesetztes extrazellulares Pyruvat direktden Citratsaurezyklus eingeht. Wahrend des exigtien
Wachstums in Pyr-haltigem Medium waren die Enzyinikten des Pentosephosphatweges insgesamt hiasr,
auf einen erhodhten Fluss von Glucose-6-Phosphateim oxidativen Teil dieses Stoffwechselweges hiteteu
Dartber hinaus zeigten die anaplerotischen EnzymgeuvBRtcarboxylase und Pyruvatdehydrogenase hdohere
zellspezifische Aktivitaten mit dem Pyr-haltigen dilem. Gesteigerte Aktivitidten wurden ebenfalls tei NAD'-
abhangigen Isocitratdehydrogenase, Glutamatdehgdesg und Glutaminsynthetase in MDCK-Zellen mit &igr
Kohlenstoff- und Energiequelle gefunden. Es lieigt dermutung nahe, dass der Anstieg in den Enzyinitken
hdchstwahrscheinlich fir die Kompensierung des giabedarfs der Zelle und zur Auffillung des Gin-Bdrenétigt
wurde. Zudem waren die Aktivitaten der glutaminisighen Enzyme Aspartat- und Alanintransaminase,



Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase und des NABBhangigen Malatenzyms (ME) geringer, was auf reine
verminderten GIn-Stoffwechsel in mit dem Pyr-hatigMedium kultivierten Zellen vermuten liefl3.

Der letzte Teil dieser Arbeit befasste sich mit deus-Wirtszell-Interaktion und der Zellantwort tu@&nd der friihen
Virusinfektion von adharenten MDCK-Zellen. Frih&tdien zu Infektionsexperimenten mit Influenzawigeigten
deutliche Anderungen im Proteom sowie im Verlauf wotra- und extrazellularen Metaboliten wahrend sjgiten
Infektionsphase in MDCK-Zellen. Konfluente Zellemnden in der vorliegenden Studie mit einem InflleeAzVirus
(HIN1) bei einer hohen Infektionsmultiplizitat imiert und hinsichtlich Aktivitatsanderungen von Emen des
Zentralstoffwechsels untersucht. Virusinfiziertdl&e zeigten eine Hochregulierung einzelner Scldigsezyme, die

fur die Produktion des Reduktionsaquivalents NADRBlucose-6-Phosphat-Dehydrogenase, 6-Phosphoglticona
Dehydrogenase und ME) und Acetyl-CoA (Citratlyasd écetat-CoA-Ligase), ein wichtiger Vorlaufermes&bfir

die Lipid- und Cholesterolbiosynthese, verantwontli sind. Da sich Viren unter Mitnahme von
Zellmembranbestandteilen (Lipidhille) von der Waetloberflache ablésen, scheint die Synthese vats&een und
Cholesterol eine wichtige Rolle bei der Replikatimm Influenzaviren in MDCK-Zellen zu spielen.
Zusammenfassend konnte eine Hochdurchsatzplattfiornrdie Bestimmung von Enzymaktivitaten in Saugkere
etabliert werden, mit der metabolische Zustande Rorduktionszellen néher charakterisiert werdennkdn Dies
kann anschlieend dazu verwendet werden, um z&luRrozesse besser zu verstehen und Zelllinien und
Kulturmedien zu optimieren. Darliber hinaus konnen Riatensatze zu Enzymaktivitditen zusammen mit iDate
intra- und extrazellularen Metabolitkonzentratioriéndie Erstellung und Validierung von mathemdtist Modellen
zum Zellstoffwechsel von Nutzen sein.



