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Abstract 

The number of people suffering from diabetes is increasing rapidly every year. Type-1 diabetes 

usually occurs in juvenile age and is characterized by autoimmune destruction of the insulin-

producing beta cells within the islets of Langerhans. The pathogenesis of type-2 diabetes 

describes a gradual progression, favored by an unfavorable lifestyle such as smoking, obesity, 

or lack of exercise, towards hyperinsulinemia, due to onset of insulin resistance. The loss of 

beta cells, in type 1, can be compensated by beta cell replacement therapy. For this purpose, 

islets of Langerhans from dead donors, insulin-producing cells generated from pluripotent stem 

cells (iPSCs), or human beta cell lines can be used. Langerhans islets offer the highest 

functionality but are only accessible in small quantities. Differentiation of iPSCs into insulin-

producing cells implies "infinite" amounts of beta cell-like cells but is currently limited by 

complex differentiation protocols. Permanent human beta cell lines exhibit high expansion 

capacity but are inhibited by a lack of glucose-dependent insulin secretion. Nevertheless, beta 

cell lines such as MIN6 (mouse) and INS-1 (rat) from rodent diabetes models exhibit robust 

functionality and growth are available and can be used as model cell lines.  

Due to the native 3D structure of the islets of Langerhans, reconstitution of a 3D 

microenvironment in the form of spheroids leads to improvement of beta cell functionality. 

Similarly, co-transplantation or co-cultivation of beta cells with mesenchymal stem cells 

(MSCs) has a positive effect on beta cell lifespan, viability, and functionality. This effect is 

attributed to the multiple properties of MSCs. Static agglomeration methods are simple and 

feasible with respect to preliminary studies, yet these systems cannot guarantee the required 

amounts of beta cell spheroids. In contrast, stirred tank reactors (STR) are well characterized, 

offer good scalability, process monitoring and control, and have the potential to ensure 

spheroid production for cell therapies. 

During this work, different systems for static agglomeration of beta cells and MSCs were 

investigated, and an image-based analysis of spheroids was established. This allowed the 

introduction of volume-based growth key parameters. Live/dead staining and determination of 

glucose-dependent insulin secretion were used to determine the quality of the spheroids. For 

the transfer of the static cultivation into a dynamic one, different small-scale systems were 

used. Shaking flasks are characterized by a homogeneous energy dissipation and were used 

to determine a minimum cell concentration and agglomerate strength. On this basis, a proof of 

concept was developed that uses the existing hydrodynamic forces in a STR to generate 

spheroids of defined size. Three different stirrer types were investigated to test this model.  
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The beta cell lines and MSCs showed differences in terms of their agglomeration behavior 

(speed, shape, and compaction). Nevertheless, the characteristics of the beta cells from 2D 

cultivations could be recognized within the spheroid cultivation, whereas the MSCs did not 

show volume increase as spheroids. Co-culturing the beta cells and MSCs at different cell 

ratios resulted in hybrid spheroids. Here, separation of the two cell types within the spheroids 

was observed. The MSCs were always found in the spheroid core or as clusters, whereas the 

beta cells formed the mantle of the spheroids. This separation of the two cell types could be 

due to differences in membrane proteins and resulting interfacial phenomena. Due to mass 

transfer limitation of the static cultivation systems, a necrotic spheroid core formed already 

after 24 h, which strongly limited the quality of the spheroids. This effect probably 

superimposed an influence of the MSCs. Under dynamic conditions, the beta cell lines and 

MSCs showed comparable agglomeration behavior as under static conditions, but the viability 

of the spheroids was continuously close to 100%. Shaking flasks allowed dynamic spheroid 

formation under turbulent fluid dynamics, which confirmed the anticipated behavior of reduced 

spheroid size with increasing power input. Furthermore, the agglomerate strength of the beta 

cell line INS-1 could be assessed, which was used to estimate the spheroid size in the STR. 

Finally, spheroid production was performed in a STR using 1 L working volume, process 

monitoring/control and three different stirrer types. This process yielded vital and functional 

beta cell spheroids with defined size in relevant amounts for cell replacement therapy regarding 

diabetes. Furthermore, the proof of concept could be confirmed for the INS-1 and needs to be 

validated with other cell types such as MSCs or iPSCs. 

 

KEY WORDS: Beta cell lines, mesenchymal stem/stromal cells, spheroids, diabetes, stirred-

tank reactor, cell replacement therapy 
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Zusammenfassung 

Die Anzahl an Diabetes erkrankten Menschen steigt jährlich rapide an. Diabetes Typ 1 tritt 

meist im juvenilen Alter ein und ist durch eine autoimmune Zerstörung der 

insulinproduzierenden Betazellen innerhalb der Langerhans-Inseln charakterisiert. Die 

Pathogenese der Typ-2-Diabetes beschreibt einen schleichenden Verlauf, der durch einen 

unvorteilhaften Lebensstil wie Rauchen, Übergewicht oder Bewegungsmangel begünstigt 

wird, bis hin zu einer Hyperinsulinämie, aufgrund eintretender Insulinresistenz. Der Verlust der 

Betazellen, beim Typ-1-Diabetes, kann durch eine Betazellersatztherapie kompensiert 

werden. Hierfür kommen Langerhans-Inseln von toten Spendern, insulinproduzierende Zellen 

generiert aus pluripotenten Stammzellen (iPSCs) oder humane Betazelllinien in Frage. 

Langerhans-Inseln bieten die höchste Funktionalität, sind jedoch nur in geringen Mengen 

zugänglich. Die Differenzierung von iPSCs zu insulinproduzierenden Zellen impliziert 

„unendliche“ Mengen an betazellähnlichen Zellen. Dieser Herstellungsprozess ist allerdings 

noch durch komplexe Differenzierungsprotokolle limitiert. Permanente humane Betazelllinien 

weisen ein hohes Expansionsvermögen auf, sind jedoch durch eine mangelnde 

glukoseabhängige Insulinsekretion gehemmt. Dennoch sind Betazelllinien, wie MIN6 (Maus) 

und INS-1 (Ratte) aus Nagetiermodellen mit robuster Funktionalität und Wachstum verfügbar 

und können als Modellzelllinie genutzt werden.  

Aufgrund der nativen 3D Struktur der Langerhans-Inseln, führt eine Rekonstitution einer 3D 

Mikroumgebung in Form von Sphäroiden zur Verbesserung der Betazellfunktionalität. Ebenso 

wirkt sich die Kotransplantation oder Kokultivierung von Betazellen mit mesenchymalen 

Stammzellen (MSCs) positiv auf die Lebenszeit, Vitalität und Funktionalität der Betazellen aus. 

Dieser Effekt wird den vielfältigen Eigenschaften der MSCs zugeschrieben. Statische 

Agglomerationsmethoden sind simpel und praktikabel hinsichtlich von Voruntersuchungen. 

Dennoch können diese Systeme nicht die notwendigen Mengen an Betazellsphäroiden 

gewährleisten. Dem gegenüber sind Rührkesselreaktoren (STR) gut charakterisiert, bieten 

eine gute Skalierbarkeit, Prozessüberwachung und -kontrolle und besitzen das Potential die 

Sphäroidproduktion für Zelltherapien zu gewährleisten. 

Während dieser Arbeit wurden verschiedene Systeme zur statischen Agglomeration von 

Betazellen und MSCs untersucht und eine bildbasierte Analyse der Sphäroide etabliert. Diese 

ermöglichte die Einführung volumenbezogener Wachstumskennzahlen. Mittels Lebend-

/Totfärbung und der Bestimmung der glukoseabhängigen Insulinsekretion wurde die Qualität 

der Sphäroide erfasst. Für den Transfer der statischen Kultivierung in eine dynamische 

Kultivierung wurden verschiedene small-scale Systeme verwendet. Schüttelkolben zeichnen 

sich durch eine homogene Leistungsdichte aus und dienten zur Bestimmung einer minimalen 
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Startzellkonzentration und der Agglomeratwiderstandskraft. Auf dieser Basis wurde ein Proof-

of-Concept entwickelt, welches die bestehenden hydrodynamischen Kräfte in einem STR 

nutzt, um Sphäroide mit definierter Größe zu erzeugen. Zur Überprüfung dieses Modells 

wurden drei verschiedene Rührertypen untersucht.  

Die Betazelllinien und MSCs wiesen Unterschiede hinsichtlich ihres Agglomerationsverhalten 

auf (Geschwindigkeit, Form, Verdichtung). Dennoch konnten die Eigenschaften der Betazellen 

aus 2D Kultivierungen innerhalb der Sphäroidkultivierung wiedererkannt werden, wohingegen 

die MSCs keine Volumenzunahme als Sphäroid aufwiesen. Die Kokultivierung der Betazellen 

und MSCs mit unterschiedlichen Zellverhältnissen resultierte in hybride Sphäroide. Hierbei 

konnte eine Separation der beiden Zelltypen innerhalb der Sphäroide beobachtet werden. Die 

MSCs waren stets im Sphäroidkern oder als Cluster vorzufinden, wohingegen die Betazellen 

den Mantel der Sphäroide bildeten. Diese Trennung der beiden Zelltypen kann durch 

Unterschiede der Membranproteine und die daraus resultierenden Grenzflächenphänomene 

begründet werden. Aufgrund von Stofftransportlimitierungen der statischen 

Kultivierungssysteme bildete sich bereits nach 24 h ein nekrotischer Sphäroidkern, der die 

Qualität der Betazellsphäroide massiv einschränkte. Dieser Effekt überlagerte wahrscheinlich 

einen Einfluss der MSCs. Unter dynamischen Bedingungen zeigten die Betazelllinien und 

MSCs ein vergleichbares Agglomerationsverhalten wie unter statischen Bedingungen, jedoch 

lag die Vitalität der Sphäroide konstant bei nahezu 100 %. Schüttelkolben ermöglichten eine 

dynamische Sphäroidbildung unter turbulenter Fluiddynamik und bestätigten das antizipierte 

Verhalten einer Sphäroidverkleinerung bei steigendem Leistungseintrag. Weiterhin konnte die 

Agglomeratwiderstandskraft der Betazelllinie INS-1 ermittelt werden, welche genutzt wurde, 

um die Sphäroidgröße im STR zu postulieren. Schließlich wurde die Sphäroidproduktion im 

STR mit 1 L Arbeitsvolumen, Prozessüberwachung /-kontrolle und drei verschiedenen 

Rührertypen durchgeführt. Dieser Prozess lieferte vitale und funktionale Betazellsphäroide mit 

definierter Größe in relevanten Mengen für die Zellersatztherapie hinsichtlich Diabetes. Des 

Weiteren konnte der Proof-of-Concept für die INS-1 bestätigt werden und benötigt nun die 

Validierung mit anderen Zelltypen wie MSCs oder iPSCs. 

 

SCHLAGWORTE: Betazellen, mesenchymale Stammzellen, Sphäroide, Diabetes, 

Rührkesselreaktor, Zelltherapie 
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Glossar 

Symbole 

Ages [m²]    Gesamtfläche 

Agrün [m²]    grüne Fläche 

Arot [m²]    rote Fläche 

Z [-]    Zirkularität 

CAgg [N m-2]    Agglomeratwiderstandskraft 

CB [-]    Rührerabstand vom Boden (engl. bottom clearance) 

cGlu/Lak [mol L-1]   Glukose-/ Laktatkonzentration 

DT [m]    Durchmesser des Bioreaktortanks 

d32 [m]    Sauterdurchmesser 

dR [m]    Rührerdurchmesser 

dSph [m]    Sphäroiddurchmesser 

dZelle [m]    Durchmesser Einzelzelle 

EBind [J]    Bindungsenergie 

EKin [J]    kinetische Energie des Fluids 

Fad [N]    zellspezifische Adhäsionskraft 

FEx [-]    Expansionsfaktor 

HL [m]    Flüssigkeitshöhe im Bioreaktor 

hR [m]    Rührerhöhe 

hR,Boden [m]    Rührereinbauhöhe (vom Boden bis Rührermitte) 

kZelle [-]    Zelldissoziationskonstante 

m [kg]    Masse des Fluids 

n [s-1]     Rührerdrehfrequenz 

Ne [-]    Newtonzahl 

Njs [s-1]    min. Rührergeschwindigkeit für Suspension 

OSph [m²]    Sphäroidoberfläche 

P [kg m² s-3]   Rührerspezifische Leistungseintrag 

PSph [-]    Porosität des Sphäroids 

Re [-]    Reynoldszahl 

tD [h]    min. Verdopplungszeit 
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tD,Vol [d-1]    min. Volumenverdopplungszeit 

tZ [s]    Zirkulationszeit 

qS [mol Zelle-1 h-1]  Substratverbrauchsrate bzw. Metabolitproduktionsrate 

u [m s-1]    Fluktuationsgeschwindigkeit 

utip [m s-1]    Rührerspitzengeschwindigkeit (engl. tip speed) 

VEx [-]    volumenbezogener Expansionsfaktor 

Vgrün [μm3]    grünes Volumen (= vitales Zellvolumen) 

VL [m³]    Arbeitsvolumen 

VR [m³]    durch den Rührer beanspruchtes Volumen 

Vrot [μm3]    rotes Volumen (= totes Zellvolumen) 

VSph [m3]    Sphäroidvolumen 

XZelle  [Zellen mL-1]   Zellkonzentration 

YLak/Glu [g Lak g-1 Glu-1]  Ausbeutekoeffizient (engl. yield) 
 

Griechische Symbole 

 [-]    Exponent zur Berechnung von CAgg 

 [s-1]    Scherrate  

 [W m-3]    spezifische Energiedissipation 

 [W m-3]    mittlere Energiedissipation 

 [W m-3]    lokale Energiedissipation 

 [W m-3]    max. Energiedissipation 

 [kg m-1 s-1]   dynamische Viskosität 

 [m]    max. Wirbelgröße 

 [m]    kleinster existierender Wirbel (Kolmogorov Länge) 

 [N m-²]    hydrodynamische Zugspannung 

 [N m-²]    hydrodynamische Scherspannung 

 [N m-2]    laminarer Scherstress 

 [N m-2]    turbulenter Scherstress 

 [N m-1]    Pseudo-Oberflächenspannung des Sphäroids 

 [h-1]    max. Wachstumsrate 

 [d-1]    max. volumenbezogene Wachstumsrate 

 [m² s-1]    kinematische Viskosität  

 [kg m-3]   Fluiddichte 
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Abkürzungen 

3-SPB  Schrägblattrührer (engl. 3-segment pitched blade stirrer) 

ALX  Alloxan 

AT  Fettgewebe (engl. adipose tissue) 

BM   Knochenmark (engl. bone marrow) 

CD  Unterscheidungsgruppen (engl. cluster of differentiation) 

CFDA  grüner Langzeitfarbstoff (Carboxyfluorescein Diacetate) 

CNTF  ziliäre neurotrophe Faktor (engl. ciliary neurotrophic factor) 

CQA  kritische Qualitätsattribute (engl. critical quality attributes) 

DAH  differenzielle Adhäsionshyptohese (engl. differential adhesion hypothesis) 

DITH  differenzielle Grenzflächenspannungshypothese (engl. differential interfacial 
tension hypothesis) 

DO  gelöster Sauerstoff (engl. dissolved oxygen) 

EDCF  Energie Dissipation Zirkulation Funktion (engl. energy dissipation circulation 
function) 

ELISA  Enzymgebundener Immunosorbent-Assay  (engl. enzyme-linked 
immunosorbent assay) 

EMA  Europäische Arzneimittel-Agentur  

EVs  extrazelluläre Vesikel 

EZM  extrazelluläre Matrix 

FDA  „Food and Drug Administration“ 

FKS  fötales Kälberserum 

Fl  Rührerpumpleistung (engl. flow number) 

GAIA  glukoseabhängiges Insulinsekretions-Assay 

GMP  Gute Herstellungspraxis (engl. good manufacturing practice) 

IEQ  Islet Äquivalent (engl. islet equivalent) 

IFN-γ   Interferon-γ 

IL-6  Interleukin-6 

iPSCs  induzierte pluripotente Stammzellen 

MCP-1  Makrophagen-Chemoattraktorprotein-1 (engl. monocyte chemoattractant 
protein-1) 

MLR  gemischte Lymphozytenreaktion (engl. mixed lymphocyte reaction) 

MSCs  mesenchymale Stammzellen 

PBMCs mononukleäre Zellen aus peripherem Blut 
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PBS  Phosphatgepufferte Salzlösung (engl. phosphate-buffered saline) 

Pdx-1  Pankreas Duodenal Homebox-1 (engl. pancreatic and duodenal homebox 1) 

RWVR  Reaktor mit rotierender Wandung (engl. rotating wall vessel reactor) 

SCID  schwerer kombinierter Immundefekt (engl. severe combined immunodeficient) 

SI  Stimulations Index 

STDV  Standardabweichung 

STR  Rührkesselreaktor (engl. stirred tank reactor) 

STZ Streptozotocin 

TCS turbulenter Kollisionschweregrad (engl. tuburlent collision severity) 

TERT  Telomerase Reverse Transkriptase 

TMP-1  Gewebeinhibitoren von Metalloproteinasen (engl. tissue inhibitor of 
metalloproteinases-1) 

TNF-α  Tumornekrosefaktor-α (engl. tumor necrosis factor-α)  

UC  Nabelschnur (engl. umbilical cord) 

VEGF  vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor (engl. vascular endothelial growth 
factor) 

VPD  violetter Langzeitfarbstoff (engl. violet proliferation dye) 

 

 


