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Verfahren und Vorrichtung zum Nachweis von
biologischen Langzeiteffekten in Zellen

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Uberwachung und Regelung zellbasierter biologi-

scher Systeme zum Nachweis von biologischen Effekten.
Stand der Technik

In einer lebenden Zelle finden tausende biologische Reaktionen parallel statt, die zu ei-
nem komplexen Netzwerk zusammengefiigt sind. Dieser komplexe Stoffwechsel fihrt in
Zellkulturen und Zellbasierten Systemen zu einem dynamischen und nicht linearen Ver-
halten. Da die meisten Reaktionen Energie verbrauchen, sind Energie erzeugende (kata-
bolische) Prozesse am starksten gekoppelt. Katabolische Prozesse beginnen mit der Auf-
nahme von N&hrstoffen und Sauerstoff und filhren Uber den Abbau zu Zwischenproduk-

ten zur Produktion von Energie und zur Ausscheidung von sauren Abfallprodukten.

Die globale Ansduerung ist daher eine sehr wichtige Gré8e zur Bestimmung der metaboli-
schen Aktivitdt von Zellen, da bei zelluldren Energiegewinnungsprozessen mehr oder we-
niger viele Protonen freigesetzt werden [1]. Informationen Uber die Kinetik von Wirk-
stoffeinflissen auf kultivierte Zellen lassen sich durch kontinuierliche pH-Messung im Kul-

turmedium gewinnen [2, 3]

Die Sauerstoffaufnahme und der Né&hrstoffverbrauch (insbesondere Glucoseverbrauch)
sind ebenfalls direkte Indikatoren fur die Stoffwechselaktivitat der Zellen, die Uber Mes-

sungen des geldsten Sauerstoffes und der Glucosekonzentration zugénglich sind.

Freie Radikale entstehen natirlicherweise im Rahmen der Zellatmung oder bei Prozessen
der Immunabwehr. Um eine Oxydation an der falschen Stelle, z.B. eine Lipidperoxidation,
zu verhindern, muss die Radikalkonzentration begrenzt werden. Die Sé&ugetiere und
Pflanzen bilden Antioxidantien, die als "Radikalenfanger" wirken. Die Menge der Radika-
lenfanger, die der Korper bilden kann, ist jedoch begrenzt, so dass immer wieder Gewe-

be- und Zellschaden durch Radikaleinwirkung auftreten. Faktoren wie héheres Aiter,
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Stress oder Krankheiten erhéhen die Bildung von freien Radikalen, wahrend gleichzeitig
die Fahigkeit der Saugerzellen abnimmt, selbst Schutzfaktoren zu bilden.

Je hoher die Radikalkonzentration im Verhéaltnis zur Konzentration der Radikalenfanger
ist, desto mehr Schaden pro Zeiteinheit treten auf. Diese Schaden summieren sich im
Laufe der Jahre und fiihren dann, Schritt flir Schritt, zu immer starker werdenden Leis-
tungseinbuBen und Funktionsverlusten, die unsere Alterung kennzeichnen. Ein hohes
Radikalenaufkommen, das vom Organismus Uber langere Zeitrdume nicht mehr kompen-
siert werden kann, kann zum Ausgangspunkt chronischer Erkrankungen werden. Dies gilt
vor allem fir Zivilisationskrankheiten wie die koronare Herzkrankheit. Durch freie Radika-
le oxidativ modifiziertes LDL-Cholesterin besitzt atherogene und thrombogene Eigen-
schaften, die fiir die Entstehung arteriosklerotischer GefdBwandldsionen und Arterienver-
schliissen von maBgeblicher Bedeutung sind. Da Freie Radikale fiir viele Stoffwechselvor-
génge von grundlegender Bedeutung sind, wurde ein Verfahren entwickelt, mit dem Un-
tersuchungen zur Metabolisierung von Arzneistoffen in Anwesenheit freier Radikale, die
mittels einer Plasmaquelle oder durch Zugabe Radikal bildender Enzyme erzeugt werden,
durchgefihrt werden kénnen [62]. Dagegen stitzt sich die Bewertung der antioxidativen
Wirksamkeit von Nahrungserganzungsmitteln und von Zusdtzen zu Kosmetika bisher
vorwiegend auf in-vitro-Versuche. Ein Verfahren, die prophylaktische Wirksamkeit solcher
Zusatzstoffe bei der Vermeidung radikalbedingter Zellschadigungen zu untersuchen, ist
bisher nicht bekannt, obwohl derartige Mittel vorwiegend prophylaktisch eingesetzt wer-

den.

Sensoren zur Uberwachung von Zellbasierten Systemen und Zellkulturen

Zur Uberwachung von Zellbasierten Systemen und Zellkulturen werden bevorzugt opti-
sche Sensoren eingesetzt. Solche Sensoren zur Bestimmung der Tribung, der Absorption
von Licht durch geléste Stoffe, der Biolumineszenz und der Stoffwechselaktivitdt vonZel-
len, des pH Wertes und anderer Parameter werden in vielfaltiger Form beschrieben [4, 5,
6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22]. Sie arbeiten mit UV- oder
IR-Licht oder VIS.

Die Parameter pH-Wert, Sauerstoff- Glucose und Lactatgehalt sowie Stickstoffmonoxid
kdénnen auch mit einem optischen Sensorarray mit einer StrukturgréBe von etwa 100um
auf Basis eines UV-hartenden Hydrogels (Polyethylenglycol) mit dem Zusatz entspre-
chender Fluorophore bestimmt werden [23, 24, 25, 26].
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Eine weitere Méglichkeit bieten neuartige optischer Sensoren auf Grundlage von Enzym
beschichteten Photopolymeren [27, 28].

Ein Beispiel fiir einen optischen Mehrparamtersensor (z.B. pH und 02) ist der Paratrend 7

[29], der eine automatische kontinuierliche Uberwachung von Zellkulturen erlaubt.

Die pH-Titration im Durchflussverfahren (Fliessinjektionsanalyse, FIA) und der Einsatz
von photometrischen Sensoren wurden u. a. durch Ruzicka und Hansen umfassend un-
tersucht und beschrieben [37]. Der Einsatz eines direktpotentiometrischen pH-Sensors
(Graphit-Chinhydron-Kompositelektrode) wurde durch Scholz, Kahlert u. a. eingehend
untersucht und beschrieben. [38, 39, 40].

Die Bestimmung des elektrochemischen Sauerstoffbedarfes (EOD) ist ein amperometri-
sches Verfahren, das mit der Bestimmung des COD korrelliert. Dieses amperomtetrische
Verfahren arbeitet mit verschiedenen Elektroden: Pb/PbO2 Elektrode [30, 31, 32, 33],
oberflachlich oxidierten Kupferelektroden [34, 35], Graphitelektroden mit Zusatz von Ka-
talysatoren [36], z.B. einem Gemisch aus Kupfer- und Silberoxid [41]. Verschiedene Ver-
fahren, u. A. Probenweise arbeitende Systeme, Durchflusssysteme mit rotierenden Elekt-
roden [30] oder die FIA [43] werden beschrieben.

Der Einsatz von Clarkelektroden zur Bestimmung des Sauerstoffgehaltes ist hinreichend

bekannt.

Enzymatische Sensoren zur Bestimmung von Glucose, Glutamin und Glutamat gibt es in
vielen Bauformen [26, 43, 44]. Sie werden in Perfusionszellkulturen oder Zellbasierten
Systemen in Verbindung mit einem FIA-System [43, 44, 45] zur Bestimmung der Analy-

ten eingesetzt.

Enzymatische Immunosensoren eignen sich ebenfalls zum Einsatz in Zellbasierten Sys-
temen [117].

Gassensoren und so genannte ,Elektronische Nasen" [46, 47, 48] aus einem Array von
verschiedenen Metalloxid-Halbleitersensoren und einem Kohlendioxoidsenor [116] wer-
den eingesetzt, um das Wachstum von Zellkulturen tiber deren Emissionen zu beobach-

ten.

Sensorarrays fir Mehrparameterbestimmung werden kostengiinstig als Mikroelektroden-

arrays in konventioneller Drucktechnik hergestellt [49, 50].
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Sie werden als Kombination von gesputterten Goldelektroden und gedruckten Graphit-
elektroden mit anschlieBender Immobilisierung von cytochrome c oder NiTSPc zur Be-
stimmung von Stickoxiden und Sauerstoffradikalen [51], Arrays aus Goldelektroden [50]
zur Bestimmung der elektrischen Aktivitdt, Kombinierte enzymatische Glucose- und Lac-
tatsensoren in Diinnschichttechnik [52], Sensoren aus abwechselnden Schichten von Na-
fion und Metalloporphyrinen auf Graphitsubstrat zur Bestimmung von Stickstoffmonoxid
[53] beschrieben. ISFETS (Ionen selektive Feldeffekttransistoren), auch in Sensorarrays,
kénnen bei entsprechender Modifikation der Membran auf dem Gate zur Bestimmung
elektrochemischer Parameter in Zellkulturen oder Zellbasierten Systemen, auch in Sen-
sorarrays, eingesetzt werden. [54, 55]. Diese Sensoren wurden friher in die Nahe der
Zellkultur gebracht [55], sind jetzt aber soweit entwickelt, dass Zellen auf ihnen anwach-
sen kénnen [56, 57]. Mit diesen Sensorarrays kann z.B. der pH Wert, der Sauerstoffge-
halt, die elektrische Aktivitdt und die Impedanz als Kriterium fiir die Vitalitat der Zellen in
der unmittelbaren Umgebung der Zellen beobachtet werden [118]. Dies ist auch im
Durchflussverfahren mdoglich [57]. Die StrukturgréBe dieser Sensorarrays liegt teilweise

im pm Bereich [119].

Perfusionszellkultur (Durchflusszellkultur)

In einer statischen Kultur kann der Sauerstoff nur durch Diffusion zu den Zellen gelan-
gen. Innerhalb kiirzester Zeit ist deshalb der geloste Sauerstoff durch die Zellen aufge-
braucht und die Zellen miissen auf die im Vergleich zur Zellatmung ,ineffizientere® Glyko-
lyse zuriickgreifen. Bei aus stationdren Zellkulturen ermitteiten experimentellen Daten ist
die Ubertragung auf die in vivo herrschenden Bedingungen jedoch problematisch, da die
Energiegewinnung bei eukaryotischen Zellen in vivo hauptséachlich Gber die im Vergleich

zur Glykolyse wesentlich effektivere Atmung erfolgt.

Die Verhéltnisse in einer Perfusionszellkultur unterscheiden sich hingegen grundsétzlich
von der Situation in einer stationdaren Kultur und sind den in vivo herrschenden Bedin-
gungen wesentlich besser angepasst. Zum einen werden zelluldre Abfallprodukte sténdig
abtransportiert, zum anderen wird die Sauerstoffversorgung durch den standigen Aus-
tausch des Kulturmediums drastisch verbessert. Der Energiestoffwechsel der Zellen kann
sich in der Durchflusszellkultur also wieder auf die ausgiebige Nutzung der Atmung um-

stellen.
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Der Nutzen der Erfassung von toxischen, subtoxischen, chronisch toxischen oder stimu-
lierenden Effekten von Wirk- und Schadstoffen mit Hiife von Perfusionszellkulturen ist
bekannt [58, 59, 60, 61].

Die Perfusionszellkultur stellt erhéhte Anforderungen sowohl an die Uberwachung als
auch an die Sichersteliung der Qualitat des Mediums: Besonderes Augenmerk muss hier
auf die Parameter pH, Sauerstoffgehalt und Sterilitdt gerichtet werden, da das Medium in
der Perfusionszellkultur nicht Stunden oder wenige Tage sondern ggf. mehrere Wochen

im Einsatz ist.

Ein ebenfalls beachtenswerter Punkt ist die Tendenz des durchflieBenden Medium zur

Gasblasenbildung, insbesondere wenn es vorher begast wurde.

In einem Computergestiitzten System werden Probennahme, Messung, Zufuhr von Medi-
um und Auswertung durch ein Programm gesteuert [63]. In einem integrierten System
aus einem Sensor, einem Probennehmer und einer Zellkulturkammer kann die Produktion

von Cytogenerika in einem Zelireaktor beobachtet werden [22].

Zur Aufnahme der Zellen dienen Zellkammern verschiedener Bauart, u. a. mit steriler
Umgebung, integriertem Sensorarray und einem Deckel zur Passage von Gasen [64], Zur
Aufnahme von Trigern mit angewachsenen Zellen [Minuth]. Eine autonom arbeitende
Kammer fir Perfusionszellkulturen kann auch die Elektronik fur Temperaturregelung und
Versorgung mit Nahrmedium enthalten [65]. In einem System mit einem Zelltrager mit
Mikroporen (EpiFlow) lassen sich die Zellen optimal mit Sauerstoff versorgen [66]. Die
Zellen kénnen dazu auch auf einem Schichtsystem aus sauerstoffdurchlassigen biokom-
patiblen Membranen gehalten werden [67, 68]. Eine weiterte Mdglichkeit besteht darin
die Zellen in einem System aus Zellkammer mit Membran zu Anwachsen der Zellen und
zur pH-Messung auf der Gegenseite der Membran zu halten und die Stoffwechselaktivitat
der Zellen Uber den pH-Wert zu beobachten [69]. Gelbster Sauerstoff und indirekt der
Sauerstoffverbrauch kann mit einer Anordnung aus verschiedenen Sauerstoffsensoren
(optische und enzymatische Sensoren) in einem speziellen Kammersystem aus gasdurch-
l&ssigen GefédBen gemessen werden [22]. Diese Zellkammern sind fir stationdre und Per-

fusionszellkulturen ausgefiihrt.

Miniaturisierte Systeme mit Sensorarrays bestehend aus Zellkammern, Ventilen, Rea-
genzreservoirs und einem entsprechenden Leitungssystem auf einem Substrat wurden
beschrieben [70,71].
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Erfassung von Verdnderungen in von zellbasierten Systmen insbesondere in_Perfusions-

zellkulturen

Es gibt verschiedene Méglichkeiten zur Erfassung von Verdnderungen in Perfusionszell-
kulturen.. Zum einen koénnen technische Parameter wie Zufuhr von N&hrmedium oder
Substrat und Fliessgeschwindikgeit direkt gesteuert werden [72] oder aber die Konzent-
ration bestimmter Analyten und biologische Parameter gemessen werden und die Rege-

lung der o.a. technischen Parameter als Feedback erfolgen.

Zur Messung werden verschiedene elektroanalytische photometrische und spektroskopi-
sche Systeme beschrieben [73]. Unter anderem eignen sich die IR-Spektroskopie und die
NIR-Spektroskopie [74] zur Beobachtung und quasikontinuierlichen Datenerfassung in
Zellbasierten Systemen [75,76]. Auf Grundlage dieser Daten lassen sich nicht lineare
Kalibrierungen fiir das Verhalten von zellbasierten Systmen erstellen. Der Einsatz der
Massenspektroskopie[120] oder der NMR [77, 78] zur Analyse und Kontrolle von von

zellbasierten Systmen wird ebenfalls beschrieben.

Zellbasierten Systemen kénnen mit Neurocontrollern [79, 80] (z. B.: SANE: symbiotic
adaptive neuro-evolution algorithm, ANNSA: artificial neuronal network simulated algo-
rithm ),die durch lernfihige Programme unterstiitzt werden oder anderen computerge-
stitzten Systemen [81, 82, 83, 84, 85, 86, 87] so beobachtet und kontrolliert werden,

dass sie unter optimalen Betriebsbedingungen arbeiten.

Auch die Kontrolle Gber Modelle zur Vorhersage (z. B.: MPC model predictive control)
erwies sich als erfolgreich [88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 84, 97, 98]. Durch diese
Vorhersagemodelle ist eine dynamische Optimierung z.B.: in fed-Batch Zellbasierten Sys-
temen moglich [99].

Es werden verschiedene Methoden beschrieben, die natirlichen Schwankungen im
Wachstum relevanter Mikroorganismen zu analysieren und gegentiiber chaotischen
Schwankungen durch UnregelméBigkeiten in der Zufuhr der Néhrmedien abzuschirmen
[79]

Kritik am Stand der Technik
Zellsysteme sowohl flir den Nachweis biologischer Effekte kénnen als stationdre Kultur

oder als Perfusionszellkultur ausgefiihrt werden. Beide Kulturbedingungen haben Vor-

und Nachteile.
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Eine Moglichkeit, die Zellkulturbedingungen kontinuierlich messwertgesteuert und auto-
matisierbar von stationar auf Durchflussbedingungen zu dndern, wurde bisher nicht be-
schrieben. Aus den Anforderungen fiir eine Automatisierbarkeit ergibt sich die Notwen-
digkeit, zur Beobachtung der relevanten chemischen, biochemischen und biologischen
GréBen robuste Messsysteme einzusetzen. Trotz der zahlreichen im Stand der Technik
beschriebenen Sensorsysteme bestand eine Liicke, die nur durch speziell angepasste

Sensoren geschlossen werden konnte.

Darstellung des Wesens der Erfindung

Die Aufgabe, die im Stand der Technik genannten Nachteile zellbasierter biologischer
Systeme zum Nachweis von biologischen Effekten zu vermeiden, wurde erfindungsgemas
dadurch geldst, dass der Fluss des die Zellen umgebenden Reaktionsmediums von Mess-
signalen gesteuert wird. Diese Signale werden am Eingang und/oder Ausgang des Sys-
tems und/oder in der Zellumgebung mittels Sensoren nicht invasiv kontinuierlich
und/oder quasikontinuierlich, d.h. in regelmaBigen Abstédnden, erhoben. Dadurch kénnen
a) die Reaktionsbedingungen ausgehend einer stationédren Zellkultur bis hin zu einer rei-
nen Durchflusszellkultur (Perfusionszellkultur) stufenlos variiert werden und

b) durch kontinuierliche oder quasikontinuierliche Messung des Verbrauchs von Nahrstof-

fen die angestrebten Versuchsbedingungen genau dokumentiert und eingestellt werden.

Die Erfindung betrifft somit das in Anspruch 1 definierte Verfahren.

Die Erfindung betrifft ferner die in Anspruch 18 definierte Vorrichtung zur Ausfiihrung des
erfindungsgemaBen Verfahrens sowie die mit dem erfindungsgemaBen Verfahren gefun-

denen funktionalen Nutritiva nach Anspruch 19.

Vorteilhafte und/oder bevorzugte Ausfihrungsformen sind Gegenstand der Unteransprii-

che.

Das auf dem erfinddungsgemaé&Ben Prinzip beruhende Verfahren ist fir die die Steuerung

von zellbasierten Systemen zum Nachweis von biologischen Effekten nutzbar.

Die erfindungsgeméaBe automatisierbare Steuerung des Flusses in das die Zellen umge-
bende Kompartiment als zentrale RegelgréBe erfordert Signale, die durch nicht invasive

kontinuierliche oder quasi-kontinuierliche robuste Messverfahren erhoben werden. Dabei
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kénnen teilweise bekannte Sensoren eingesetzt werden, teilweise ist aber auch eine spe-

zielle Anpassung von Sensoren notwendig.

Bekannte zur Steuerung geeignete Sensoren sind beispielsweise:

* potentiometrischen pH-sensoren auf Basis von Chinhydron, z.B. gemaB [38,

39, 40], Gemische aus Metallen und Metalloxiden, Metalloxide oder andere ge-

eignete pH-abhdngige Redoxsysteme.

¢ Glukose und Laktatsensoren gemag [78].

e Sauerstoff: Clarkelektroden in verschiedenen Bauformen.

Speziell angepasste elektrochemische bzw biochemische Festkodrpersensoren, flir deren

Einsatz im Verfahren und Vorrichtung zur automatisierbaren Uberwachung und Regelung

zellbasierter biologischer Systeme zum Nachweis von biologischen Effekten bestehen:

aus behandeltem oder unbehandeltem Graphit, einem chemisch oder physikalisch
klebendem Bindemittel (polymere Kleber, in Losungsmittel geléste Polymere, Po-
lykondensate, Schmelzen von Kunststoffen und/oder Wachsen, unter Druck ver-
flissigte Pulver von Thermoplasten (PE, PTFE), Klebstoffe) und einer chemisch,
elektrochemisch oder biologisch aktiven Komponente oder

aus einer chemisch, elektrochemisch oder biologisch aktiven Komponente, die di-
rekt oder in einer geeigneten Matrix auf im Dickschichtverfahren gedruckte Senso-
ren aufgetragen ist

aus einem Elektrodenarray in oder auBerhalb der Zellkammer, mittels dessen (iber
eine Kapazitédtsbestimmung die enthaltene Biomasse und damit die Zellzahl oder -

dichte bestimmt werden kann.

Die Sensoroberflache der in der Erfindung einsetzbaren Sensoren kann mit einer Memb-

ran Uberzogen sein. Diese Sensoren lassen sich den Anforderungen entsprechend in jeder

beliebigen Form und Konsistenz herstellen. Die Konsistenz ist vom Bindemittel abhéngig:

Die Verwendung von Silikonen oder anderen elastischen Materialien fuhrt zu fle-
xiblen, elastischen Sensoren. Diese kdénnen in Stab- oder Kegelform mit und ohne
isolierende Ummantelung hergestellt werden und in das MeBsystem integriert
werden.

Géangige Polymerisate wie PS oder PMMA fuhren zu festen Sensoren in beliebiger
Form. Es kénnen Ringelektroden hergestellt werden, die entweder durch einbrin-
gen einer diinnen Schicht von Sensormaterial zwischen zwei Réhrchen mit geeig-
netem Durchmesser oder durch Pressen des Sensormaterials zwischen zwei

Kunststoffplatten und anschlieBender Bohrung entstehen.
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e Durch Verwendung geeigneter druckfihiger Bindemittel (Lacke, Isolatoren und
Binder) lassen sich druckfahige Sensoren im Dickschichtverfahren auf polymeren
oder keramischen Trégern herstellen. Das Design von Sensoren mit oder ohne Re-

ferenzelektrode ist moglich.

Diese Sensoren zeichnen sich durch ihre Robustheit, ihr schnelles Ansprechverhalten und
durch ihre Zuverlédssigkeit aus. Das ist notwendig, um dem Einsatz im Verfahren und Vor-
richtung zur automatisierbaren Uberwachung und Regelung zellbasierter biologischer

Systeme zum Nachweis von biologischen Effekten gerecht zu werden.

Die Sensoren erzeugen Signale, die dem Stand der Technik entsprechenden potentiomet-
rischen und amperometrischen Messverfahren zugénglich sind. Zur Messung der ver-
schiedenen Parameter kénnen verschiedene aktive Komponenten eingesetzt werden.

o Elektrochemischen Sauerstoffbedarf (ESB): Gemische aus Metallen und/oder Me-
talloxiden verschiedener Oxidationsstufen, Hexacyanoferraten, Metalicarbiden,
Bronzen oder andere geeignete Redoxsysteme. Diese Sensoren sind u. A. geeig-
net, um den Gesamtenergiegehalt des Mediums zu erfassen.

o Da Zellkultursysteme in gepufferten Medien gehalten werden, ist es erfindungs-
gemaB zur Beurteilung der Ansduerungsleistung nicht der pH-Wert zu bestimmen,
sondern quasikontinuierlich eine sensorgesttitzte Titration in einem Bypas vorzu-
nehmen. Die so bestimmte Pufferkapazitat ist aussageféhiger und eignet sich er-
findungsgemaB besser zur Steuerung des Systems als der pH-Wert.

e Da sich Zellen sich unter Einfluss eines elektrischen Feldes polarisieren lassen und
die Anwesenheit von Zellen in einer entsprechenden Elektrodenanordnung die Ka-
pazitét verandert ist es moglich, die Biomasse uber eine Kapazitatsmessung zu

bestimmen und ebenfalls zur Steuerung des Systems heranzuziehen.

In einer vorteilhaften Ausfihrungsform der Erfindung ist das biologische System eine
Zellkultur mit humanen oder tierischen Zellen, mit der Wirk- und Schadstoffe, z. B.: Nah-
rungs- und Futtermittel und ihre Inhaltstoffe, biologischen Nahrungsergdnzungsstoffe,
Futterzusatzstoffe, chemisch definierte Stoffe, Mineralien, Kosmetika, Medizinprodukten

und Arzneimitteln auf ihren Einfluss auf den Zelistoffwechsel untersucht werden kénnen.

Mit der erfindungsgeméaBen Kopplung von Messwerterfassung und Nutzung dieser Mess-
werte zur manuellen, automatisierbaren oder iiber Kontroller oder Software automatisier-
ten Steuerung der Durchflussmenge in der Perfusionszellkultur kénnen die Bedingungen
kontinuierlich von fast stationaren Reaktionsbedingungen (mit einer starken Ansammlung

von Metaboliten, die damit leichter erfasst werden kdnnen) bis zu einem starken Durch-
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fluss (verbunden mit einem sténdigen Abtransport der Metaboliten, die deshalb in gerin-

gerer analytischer Konzentration vorliegen) gedndert werden.

Bei fast stationarer Kultur Uberwiegt im Zellstoffwechsel die Gadrung, bei sehr starkem
Durchfluss die Atmung. Es ist deshalb erfinderisch, die von Fluss abhéngige Stoffwechsel-
situation der Zellen, insbesondere das Verhaltnis von Atmung und Garung, mit Sensoren
vorzugsweise mit Glukose- und Laktatsensoren kontinuierlich oder quasikontinuierlich zu
messen, um durch Riickkopplung eine angestrebte Stoffwechselsituation entweder durch
Anpassung des Sauerstoffgehaltes, Einstellung des pH-Wertes, der Fliessrate oder des

Verhéltnisses des zirkulierenden und durchflieBenden Mediums einzustellen.

Es ist daruber hinaus erfinderisch insbesondere das Verhaltnis von Atmung und Garung
durch eine Druckerhdhung im System und der damit verbundenen Erhéhung des Sauer-
stoffpartialdruckes zu Gunsten der Atmung zu verschieben und dabei die Druckerhéhung

durch die Messwerterfassung zu steuern.

Die Charakterisierung der Stoffwechselsituation erfolgt vorteilhafterweise durch Bestim-
mung des Metaboloms. Das Metabolom fasst alle charakteristischen Stoffwechselbewe-
gungen einer Zelle bzw. eines Gewebes zusammen. Dabei werden die Metaboliten jeweils
zu einem konkreten Zeitpunkt als ,Momentaufnahme® dargestellt. Metabolische Fliisse
zur Charakterisierung einzelner Stoffwechselwege, zur Wechselwirkung dieser Stoffwech-
selwege und ihrer Abhangigkeit beispielsweise vom Nahrstoffangebot oder von der Ein-
wirkung von Wirksubstanzen ergeben sich aus der Aneinanderreihung solcher Moment-
aufnahmen. Voraussetzung dafir ist, dass sich die Zellen wahrend der Analyse des Meta-
boloms Uber einen langeren Zeitraum von Tagen oder sogar Wochen moglichst wenig
durch Anpassung an die Nahrungssituation, Zellproliferation, Differenzierung oder Apop-

tose verandern.

Um die Zellzahl Giber lange Zeiten.konstant zu halten, wird die Zellteilung in bekannter-
weise mit dem Mitosehemmstoff Mitomycin C gehemmt (Jilich et al., 2006). Unter Mito-
mycinwirkung kommt es zu einer Quervernetzung zwischen den DNA-Strangen und damit
zu einer Blockierung der Strangtrennung, die fur die Replikation erforderlich ist, ohne die
Lebensféhigkeit der Zellen einzuschranken. Zusétzlich wird die Sauerstoffversorgung sen-
sorgestlitzt gemessen und durch meBwertgesteuerte Begasung konstant gehalten. Durch
die meBwertgesteuerte Begasung werden auch die CO,;-Konzentration und damit auch
der pH-Wert konstant gehalten. Damit ist es mit der erfindungsgemaBen Modifikation
mdglich, Zellen (ber mehr als 300 h in einem Gleichgewichtszustand zu halten. Die Anei-

nanderreihung von Momentaufnahmen des Metaboloms kann deshalb bei diesem Unter-
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suchungsmaterial die Abhangigkeit typischer Stoffwechselfliisse von den zu untersuchen-
den Parametern zeigen. Der Fluss kann erfindungsgemdB meBwertgesteuert so einge-
stellt wird, dass eine Erfassung von Stoffwechselprodukten, die nur in sehr geringer Kon-
zentration vorkommen, mit bei der Metabolom-Analyse {iblichen sehr empfindlichen
Messverfahren vorzugsweise LC-MS-NMR-Verbundtechnologien noch méglich ist, die
Stoffwechselsituation aber den Verhéltnissen in vivo mit einem Uberwiegen der Atmung

so weit wie moglich angenahert wird..

Zellen verfiigen (ber flexible Stoffwechselwege und reagieren damit auf Wirkstoffe in
ihrer Umgebung. Durch die erfindungsgeméaBe Weiterentwicklung der Perfusionszellkultur
in Kombination mit gezielten Metabolomanalysen wird ein vielseitig einsetzbares Me8-

system fiir eine Feincharakteristik solcher Wirkstoffeinfliisse geschaffen.

Aus der Analyse der beobachteten Fliisse ausgewadhiter Metaboliten ins Medium sind op-
timale Zeitpunkte abzuleiten, bei denen die wesentlich aufwendigere Bestimmung der
intrazelluldren Metabolite durchgefiihrt wird. Die Bestimmung der intrazelluldren Stoff-
wechselparameter an diesen ausgewadhiten Zeitpunkten erlaubt tiefere Einblicke in die

Stoffwechsel, die fir die Interpretation der Wirkstoffeffekte notwendig sind.

Steuerbare Verdnderungen im biologischen System werden erreicht, indem die Zellen der
Einwirkung eines physikalischen, biologischen oder chemischen Reizes ausgesetzt wer-

den.

Ein physikalische Reiz kann durch Temperatureinwirkung oder Bestrahlung mit Teilchen

oder elektromagnetischer Wellen geeigneter Energie erzeugt werden.

Biologische Reizen kénnen erreicht werden, indem die Zellen in der Langzeitkultur mit
Viren infiziert werden. Dadurch wird es méglich, der Einfluss von verschiedenen Arznei-

mittelkandidaten direkt an der virusinfizierten Zelle zu untersuchen.

Ein biologischer Reiz kann aber auch durch Virusbestandteile und/oder durch Bakterien-

toxine und/oder durch Mykotoxine erzeugt werden.

Ein chemischer Reiz wird durch toxische, biologisch aktive, pharmazeutisch oder kosme-

tisch wirksame Stoffe erzeugt.

Von besonderem Interesse sind Versuchsanordnungen, bei denen der physikalische oder

chemische Reiz auf der Bildung von freien Radikalen beruht.
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An besonderer Vorteil der erfindungsgeméaBen Langzeitkultur ist, dass die Einwirkung der
Reize und entsprechender Kandidaten fiir eine prophylaktische oder therapeutischen Wir-

kung zeitlich aufeinander folgend oder gleichzeitig erfolgen kann.

Die sich einstellende Stoffwechselsituation hangt von sehr vielen Faktoren ab, das opti-
male Verhdltnis kann deshalb nicht generell festgelegt werden. Es ist deshalb erfinde-
risch, das Verfahren in mindestens zwei Schritten durchzufihren, wobei im ersten Schritt
ein Fluss eingestellt wird, bei dem einerseits eine optimaler Messung des priifenden
Stoffwechselparameters moglich ist, und bei dem andererseits die Stoffwechselsituation
soweit wie méglich den in-vivo-Verhéltnissen angendhert wird (,Optimierung des Flus-
ses™) und in einem zweiten Schritt die ,Erzeugung von férdernden oder hemmendem

Reaktionsbedingungen" vorgenommen wird.

Die Verfahrensschritte , Optimierung des Flusses" und ,Erzeugung von férdernden oder

hemmendem Reaktionsbedingungen® kdnnen auch alterierend durchgefiihrt werden.

Durch die erfindungsgemadBe messwertabhdngige Einstellung kann eine bestimmte Stoff-
wechselsituation dokumentiert, vom Nutzer gezielt verdndert, im weiteren Versuchsab-

lauf konstant gehalten und in spateren Untersuchungen reproduziert werden.

Es ist ein Merkmal des Verfahrens, dass die Versuchsbedingungen nach optimaler
und/oder vom Nutzer vorgegebener Einstellung einschlieBlich der Einstellung férdernde
oder hemmende Reaktionsbedingungen und einschlieBlich der Konzentration der Wirk-
stoffe dokumentiert und/oder auf geeigneten Speichermedien gespeichert werden. Wah-
rend des weiteren Versuches kdnnen die Bedingungen durch kontinuierliche oder quasi-
kontinuierliche Messung mit Sensoren und stédndigem Abgleich mit den dokumentierten
und/oder gespeicherten Werten wahlweise unter dem Gesichtspunkt konstanter Fluss
und/oder konstanten Stoffwechselsituation und/oder konstante férdernde/hemmende

Bedingungen und/oder konstante Wirkstoffkonzentration konstant gehalten werden.

Die erfindungsgeméBe Steuerung des Systems kann manuell durch Abgleich mit doku-
mentierten und/oder angestrebten Werten, teilautomatisiert {iber einzelne Kontroller oder
ein Kontrollersystem oder sonstige geeignete Rickkopplungsmechanismen oder vollau-
tomatisiert Uber eine geeignete, z.B. Prozessor gestilitzte und unter Umsténden pro-

grammierte oder programmierbare oder sogar lernfédhige Systemsteuerung laufen,
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Mit der erfindungsgemaBen Messwert-gekoppelten Steuerung wird eine optimale Mes-
sung des Einflusses der zu priifenden Substanzen mdéglich, wobei die Prifsubstanzen
Nahrungs- und Futtermitteln und ihre Inhaltstoffe, biologische Nahrungserganzungsstof-
fe, Futterzusatzstoffe, chemisch definierten Stoffe, Mineralien, Kosmetika, Medizinpro-
dukten und Arzneimitteln sein kénnen. Die Priifung kann sowohl einen férdernden oder
hemmenden Effekt nachweisen als auch beweisen, dass Schaden, die den Zellen durch
Noxen beispielsweise durch toxische Stoffe, Strahlung oder freie Radikale zugefiigt wer-
den, unter dem Einfluss der Priifsubstanzen vermieden und/oder schneller repariert wer-
den. Die zu prifenden Stoffe kénnen zu einem von der biologischen Zellreaktion abhéan-
gigen Zeitpunkt den Zellen zugefiithrt werden. Damit wird die Prifung von prophylakti-

schen Wirkungen mdglich.

Durch die erfindungsgemaBe komplexe Steuerung ist es méglich, das Testverfahren so zu
fuhren, dass die Zellreaktion den natiirlichen Bedingungen méglichst ahnlich verlauft. Nur
unter diesen Voraussetzungen ist eine den naturlichen Bedingungen entsprechende Prii-
fung von Mitteln und Zubereitungen, die den Zellstoffwechsel beeinflussen kénnen, még-
lich. Das erfindungsgemaBe Verfahren gestattet daher Aussagen zur Wirksamkeit von
Nahrungs- und Futtermitteln und ihren Inhaltstoffen, biologischen Nahrungsergédnzungs-
stoffen, Futterzusatzstoffen, chemisch definierte Stoffen, Mineralien, Kosmetika, Medizin-
produkten und Arzneimitteln einerseits sowie von auf toxikologische Risiken zu prifenden
Stoffen andererseits, auf andere Weise nicht mit entsprechender Genauigkeit und Sicher-

heit gewonnen werden kdnnen.

Eine wichtige Voraussetzung dafir ist, dass erfindungsgemas zur Erreichung reproduzier-
barer Versuchsbedingungen vor jeder Messung durch kontinuierliche oder quasikontinu-
ierliche Messung mit Sensoren und Abgleich mit den dokumentierten und/oder zum Bei-
spiel auf dem Chip gespeicherten Werten sichergestellt wird, das gleiche Ausgangsbedin-

gungen eingehalten werden.

Es konnen verschiedene, beziiglich der Dosierung und Konzentration der Realitat sehr gut
angendaherte Stressfaktoren in dem erfindungsgemaBen System simuliert werden. Einige
Beispiele sind:
a) Belastung durch Umweltschadstoffe und/oder Umwelteinflisse, die im All-
tag und/oder am Arbeitsplatz auftreten, wie z.B. Gase und Stdube, Strahlung oder
elektromagnetische Wellen,
b) Stress durch Nahrstoffmangel
c) Belastung durch freie Radikale, die als wichtige Ursache fiir Alterungser-

scheinungen, organischen Stress und Krebserkrankungen erkannt wurden
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d) Sauerstoffstress
e) Biologische Stressfaktoren wie z.B.: Viren und Toxine
f) Thermischer Stresss als Simulation von Fieber.

Eine Kopplung von zu untersuchenden Wirkstoffkandidaten und stressenden Faktoren
erlaubt die Erkennung und Dokumentation heilender und prophylaktischer Wirkungen
und Uber die Messung dosierungsabhdngige Wirkungen den Erkenntnisgewinn fir eine
optimale Dosierung. So kann eine Substanz z. B. in Intervallen und/oder Zeitraumen

einwirken, die realen Gegebenheiten entsprechen.

Bei einer speziellen Ausfiihrungsform der Erfindung erfolgt eine partielle Fihrung des
Reaktionsmediums im Kreis. Diese Ausfithrung spiegelt die Bedingungen im Organismus,
da hier ebenfalls tber einen Kreislauf von Medium Né&hrstoffe zugefiihrt und Stoffwech-
selprodukte abgefuihrt werden. Der Grad der Zufuhr von Nahrstoffen und der Abfuhr von
Stoffwechselprodukten kann durch Dosierung und partiellen Kreislauf genau eingestelit

werden.

Es ist zweckmaBig, die Dosierung von chemische, biochemische oder biologische Fakto-
ren, die in ihrer Kombination auf die Zelle einwirken und schddigende oder férdernde
Wirkungen bewirken, auf Grund der sensorgestiitzten Messung der zellbiologischen Ant-

wort mit kontinuierlichen oder quasi-kontinuierlichen Verfahren vorzunehmen.

Auswahl von Metaboliten des Energiestoffwechsels

Humane Zellen verfugen lber flexible Stoffwechselwege, um den Energiebedarf zu de-
cken. Bei der Atmung werden Elektronen einer reduzierten organischen Kohlenstoff-
Verbindung wie der im Nahrmedium vorhandenen Glucose auf das stark elektronegative
Sauerstoffmolekil O, Ubertragen. In der Summe werden ein Mol Glucose und 6 Mol O, zu
6 Mol Kohlenstoffdioxid und 6 Mol Wasser umgesetzt. Glucose wird dabei zunéchst durch
Glykolyse oxidativ (NAD*) in zwei C-3-Korper (Glycerinaldehyd-3-phosphat, dann Pyru-
vat) zerlegt, wobei die Energiedquivalente ATP und NADH,H* gewonnen werden. Der
End-Abbau von Pyruvat zu CO, und H,O erzeugt liber weitere Reduktionsdquivalente
(NADH,H") den Hauptteil an ATP. Zu zwei Dritteln wird Glucose Uber Pyruvat und Acetat
in den Citratzyklus eingefiihrt und von dort aus dem Endabbau zugeleitet und zu einem
Drittel Uber Pyruvat zu CO, umgesetzt. Alternativ wird Glucose im Phosphogluconatweg,
einem Teil des Pentosephosphatzyklus unter Decarboxylierung oxidativ direkt zu einer

Pentose abgebaut, wobei zwei Moleklle NADPH,H* generiert werden.
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Bei der Garung werden kein Elektronendonor und kein Elektronenakzeptor verbraucht,
Redoxreaktionen finden nur intermediar statt. Bei Garungen wird bei quantitativ gleichem
Stoffumsatz wesentlich weniger Energie frei als bei der Atmung. Wenn Sauerstoff als
Elektronenakzeptor im System fehlt, kann Glucose nur zu Lactat abgebaut werden - ein
Vorgang, der in der stationdren Zellkultur Gberwiegt. Bei der Garung entstehen aus 1 Mol
Glucose 2 Mol Lactat. Der Quotient aus verbrauchter Glucose und gebildetem Lactat be-

tragt daher bei reiner Garung 2.
Perfusionszellkultur und Metabolom-Analyse

Begrenzend ist jedoch die fir eine Untersuchung zur Verfligung stehende Zellzahl. Pro
Untersuchung kénnen bei 5 parallelen Zellkammern nur etwa 25-50 x 10° Zellen einge-
setzt werden. Fur die Untersuchung miissen deshalb hochempfindliche analytische Me-
thoden zur Verfligung stehen. AuBerdem ist es notwendig, sich auf charakteristische, mit

der LC-MS gut erfassbare Stoffwechselprozesse zu beschranken.

Die Bestimmung intrazelluldrer Metaboliten erfordert die Lyse der Zellen. Die Bestim-
mungen kénnen deshalb nur zu wenigen ausgewdhlten Zeitpunkten durchgefiihrt werden.
Wenn eine quantitative Datenerhebung von Metabolit-Konzentrationen und -flissen Gber
einen langen Zeitraum beobachtet werden soll, miissen mehrere Versuchsansatze nach-
einander durchgefiihrt werden. Die Perfusionszellkultur gewdhrleistet vergleichbare Be-
dingungen Uber einen langeren Zeitraum. Bei einer Kombination von LC-MS und Perfusi-
onszellkultur kann durch quasikontinuierliche nicht invasive Messung von Glucose-
verbrauch und Lactatbildung sicher gestellt werden, dass sich die Zellen der Kontrollen
ohne Wirkstoffeinfiuss in einer den vorangegangenen Momentaufnahmen des Metaboloms
vergleichbaren Situation befinden. Deshalb kommt der Ermittiung von Vertrauensgrenzen
fur den Glucoseverbrauch in einer nicht durch Wirkstoffe beeinflussten Perfusionszellkul-

tur, die in dieser Arbeit beschrieben wird, besondere Bedeutung zu.

Humane Zellen verfliigen Uber flexible Stoffwechselwege und reagieren damit auf Wirk-
stoffe in ihrer Umgebung. Durch die Weiterentwicklung der Perfusionszellkultur in Kombi-
nation mit gezielten Metabolomanalysen wird ein vielseitig einsetzbares MefBsystem fur

eine Feincharakteristik soicher Wirkstoffeinflisse geschaffen.

Die Perfusionszellkultur erlaubt die nicht invasive Bestimmung von Stoffwechselparame-
tern, die unter dem Einfluss von Wirkstoffen ins Ndhrmedium abgegeben werden. Der
Effekt dieser Wirkstoffe wird in Abhangigkeit von der Art der Wirkstoffe und der Wirk-

stoffkonzentration zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Wirkstoffgabe erkennbar,
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z.B. erst nach Wirkstoffakkumulation. Das erfordert eine quasikontinuierliche Bestim-

mung ausgewahlter Stoffwechselparameter iber mehrere Tage oder Wochen.

Aus der Analyse der beobachteten Fliisse ausgewdhiter Metaboliten ins Medium sind op-
timale Zeitpunkte abzuleiten, bei denen die wesentlich aufwendigere Bestimmung der
intrazelluldren Metabolite durchgefiihrt wird. Die Bestimmung der intrazelluldren Stoff-
wechselparameter an diesen ausgewdhlten Zeitpunkten erlaubt tiefere Einblicke in die

Stoffwechsel, die flir die Interpretation der Wirkstoffeffekte notwendig sind.

Sirtuine als Beispiele fiir Metaboliten, die mit der Versuchsanordnung nach Lyse

der Zellen bestimmt werden kénnen

Eine Erhoéhung der Sirtuinaktivitdt kann beispielsweise bei verschiedenen Modellorganis-
men zur Aktivierung von zentralen Stoffwechselenzymen fihren. Diese Aktivierung er-
moglicht es der Zelle, bei Mangel an Nahrstoffen andere Energiequellen zu verwenden
und diese effizient zu nutzen. Sirt3 aktiviert dabei spezielle Formen dieser Enzyme, die
gleichzeitig NADPH bilden, welches fiir die Regeneration zelluldrer Anti-Stress-Systeme
bendtigt wird (Schlicker C, Gertz M, Papatheodorou P, Kachholz B, Becker CF, Steegborn
C.: Substrates and regulation mechanisms for the human mitochondrial sirtuins Sirt3 and
Sirt5. J Mol Biol. 2008 Oct 10;382(3):790-801). Die Bestimmung von NADPH erlaubt
deshalb auch eine Aussage, ob und wie der von Zelle zur Energiegewinnung gewéhlte

Stoffwechselpfad zur Stressresistenz beitrégt.

Unter dem Einfluss von Wirkstoffen oder bei Stresssituationen kénnen alternative Stoff-
wechselpfade gewahlt werden. Das Ausweichen auf einen von der Normalsituation abwei-

chenden Stoffwechselweg ist ein sehr empfindlicher Indikator fur solche Einfliisse.

Die Aktivierung des Sirtuins Sirt3 Schlicker, et al., 2008). ermdéglicht es der Zelle, bei
einem in dieser Situation nicht ausreichenden Glucoseangebot auch andere Energiequel-
len zu verwenden. Dabei wird auch mehr NADPH gebildet, welches fiir die Regeneration

zelluldrer Anti-Stress-Systeme bendétigt wird.

Eine fiir die Umsetzung des erfindungsgemaBen Prinzips geeignete Vorrichtung, umfas-
send ein System aus mehreren miteinander verbundenen und aufeinander abgestimmten
Komponenten und/oder Bestandteilen, angeordnet gemaB Fig. 1, bestehend aus:
a) einer Reaktionskammer oder Zelikammer oder Bioreaktor oder Zellreaktor,
der/die vorzugsweise temperierbar ist
b) einem Zulauf fiir Reaktionsmedium

¢) einem Ablauf fiir Medien und Reaktionsprodukte
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d) einem oder mehreren Zuldufen fiir Reagenzien und/oder Wirkstoffe und/oder
Substrate und/oder andere Medien

e) Pumpen, Anschliissen und Ventilen, die es gestatten, den Durchlauf des Reak-
tionsmediums zu steuern und vollsténdig, partiell oder nicht in einem Kreislauf
zu fihren

f) Durchflusszellen und Titrationssystemen mit Sensoren zur Bestimmung pro-
zessrelevanter MessgréBen am Eingang und/oder Ausgang des Systems

g) falls erforderlich weiteren Sensoren in der direkten Zellumgebung.

h) einer Steuer- und Regelungstechnik zur kontinuierlichen Anderung der Reakti-
onsbedingungen ausgehend von einer stationdrer Kultur der Zellen zu einer
Perfusionszellkultur, wobei die zentraler RegelgréBe der von der biologischen
Reaktion abhéngige Fluss in die ist, wobei die Regelung unter Nutzung der
Komponenten f und/oder g wahlweise manuell und/oder automatisierbar
und/oder programmierbar erfolgt

i) einer Steuer- und Regelungstechnik, die die Zufuhr von Reagenzien, Wirkstof-
fen und Substraten und die FlieBrate in aufeinander abgestimmten Verhaltnis-
sen regelt, wobei die Regelung unter Nutzung der Komponenten f und/oder g
wahlweise manuell und/oder automatisierbar und/oder programmierbar erfolgt

j) einer speziellen ggf. lernfahigen Software zur Steuerung und Optimierung des

Systems
ist Bestandteil der Erfindung.

Die in der erfindungsgemaBen Vorrichtung integrierten Durchflusszellen werden vorteil-
hafterweise in verschiedenen zur Aufnahme der Sensoren geeigneten Bauformen einge-
setzt. Stabférmige Sensoren werden in entsprechende Durchflusszellen eingebracht, so
dass die Sensoroberflachen mit dem Fliissigkeitsstrom in Berithrung kommt, jedoch den
Fliissigkeitsstrom nur minimal behindert oder verwirbelt. Ringelektroden dienen selbst als
Durchflusszellen und werden durch geeignete Anschliisse mit dem Leitungssystem ver-
bunden. Eine andere Bauform von Ringelektroden wird durch das Einspannen einer Sen-
sormembran zwischen 2 gebohrten Platten und dem anschlieBendem oder vorbereiten-
dem Durchstich der Membran realisiert. Durchflusszellen zur Aufnahme gedruckter Sen-
soren sind so konstruiert, dass der Fliissigkeitsstrom parallel zur Sensoroberflache oder
im Winkel zur Sensoroberflache geflihrt wird und geeignet positionierte Zu- und Abfliisse
einen kontinuierlichen Flussigkeitsstrom erzeugen. Diese Durchflusszellen bestehen aus
mehreren Teilen, die so zusammengebaut werden, dass die Sensoroberflaiche dem Flis-
sigkeitsstrom ausgesetzt wird und durch Dichtungen Sicherheit gegen Auslaufen gegeben

ist. Kontakte zur Verbindung des Sensors mit dem Messsystem sind ebenfalls vorzuse-
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hen. Die Sensoren kénnen, je nach Anforderung, direkt im FluB, in einem Bypass oder

hinter einer Entnahmestelle positioniert sein.

Mit Stress - wie zum Beispiel Hitze - umzugehen, ist fir alle Lebewesen eine groBe'Her-
ausforderung. Die Hitzeschock-Antwort ist daher ein evolutionar sehr alter und hochkon-
servierter Prozess, der in allen Lebewesen vorkommt. Die Expression von Hitzeschock-
protein und die Aktivierung von Hitzeschockfaktor sind Teil der Resistenzentwicklung von
Zellen gegen die Einwirkung auBerer Stressfaktoren, die Uber Hitze weit hinaus Bedeu-

tung haben.

Das oben genannte zellbiologische System ist zum Nachweis einer Wirksamkeit beim ex-
perimentellen Hitzeschock geeignet. Ein Temperierblock sichert eine gleich bleibende
und Uber die Zellkammern gleiche Temperatur. Nach einer Einlaufperiode (Phase I) dient
die Phase II zur Ermittlung des Wirkstoffeinflusses auf den Zellstoffwechsel bei Kérper-
temperatur. Bei Phase I1I wird der Hitzestress durch Temperaturerhéhung auf 39,3-41,3

°C erzeugt.

Die nachstehend genannten Entwicklungen, die auf dem Nachweis synergistischer Effekte
mit dem oben geschilderten zellbiologischen System beruhen, sind ebenfalls Bestandteil

der Erfindung.

Bei der Entwicklung von nutritiven Fiitterungskomponenten wirken einzelne Inhaltsstoffe
in nur geringen Konzentrationen, dafiir aber Uber eine lange Zeit ein. Um einen stoff-
wechselstimulierenden Effekt zu (berpriifen, musste ein experimentelles Modell geschaf-
fen werden, dass eine stabile Stoffwechselsituation (ber eine lange Einwirkungszeit ge-

wahrleistet und damit die Priifung stoffwechselstimulierenden Effekte ermdéglicht.

Das oben beschriebene zellbiologische System hat sich fiir diese Zwecke als geeignet

erwiesen.

Eine Aufgabe, die mit Hilfe des oben geschilderten zellbiologischen Systems gel6st wurde,
bestand darin, Futtermitte! fir die Aquakultur zu entwickeln, die folgende Probleme 16-

sen:

¢ Nutritive Wirkung durch Aktivieru'ng des Zellstoffwechsels bei gleichzeitiger Zuftih-

rung von ungesattigten Fettsduren

¢ Hemmung fischpathogener Bakterien ohne die Abbauleistungen der biologischen

Filter zu schadigen

¢ Vermeidung der Resistenzentwicklung humanpathogener Erreger
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e Herstellung bei Temperaturen < 80 °C, um wertvolle Inhaltsstoffe zu erhalten

¢ Verminderung von Stressreaktionen

Diese komplexe Aufgabe erfordert verschiedene Prifverfahren. In-vitro-Untersuchungen
kénnen nur bestimmte Einzelfragen beantworten und bericksichtigen nicht Komplexitat
der biologischen Reaktion. Tierexperimentelle Prufungen sind bei der Vielzahl der mégli-
chen Kombinationen zu aufwéndig und scheiden daher fur Vorversuche aus. Untersu-
chungen an Zellen bericksichtigen einerseits die Komplexitét der biologischen Antwort,

sind aber andererseits noch relativ kostenguinstig durchzufiihren.

Um eine Optimierung der Zusammensetzung zu erreichen ist daher die Prifung méglicher
Komponenten auf stoffwechselférdende, stressmindernde und synergistische Effekte mit
dem erfindungsgeméaBen Verfahren ein wertvolles Hilfsmittel. Im Ergebnis dieser Prifun-
gen kann eine Futterzubereitung, umfassend
a) Biomassen aquatischer Organismen mit einem hohen Anteil an Omega-3- und
Omega-6-Fettsauren mit stoffwechselaktivierender Wirkung,
b) bisher unbekannte zyklische Peptide nach Formelbild 1:

Arom-9

OH OH
L-Thr- 8
(o]

/
DeH-Thr-7 NH O l Gly2
OJ\H ng 0

L-Ser-6 HN

I

D-allo-lle-5

R2=C12H1sNO3

als Reinsubstanz oder enthalten in Biomassen von Mikroalgen oder im Metha-
nol/Wasserextrakt aus den genannten Biomassen oder in einer nach Aufreinigung
des Methanol/Wasserextraktes {iber Zellulose angereicherten Fraktion und/oder

c) einen Tripel-Smectit-Mineralverbund und/oder
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d) pilzliche Biomassen oder Pilzextrakte mit Wirksamkeit gegen fischpathogene Kei-
me und/oder immunstimmulierender Wirkung in besonderer Weise bevorzugt von
Ganoderma pfeifferi und/ oder Saccharomyces spec und/oder Kluyveromyces spec
und/oder

e) Biomasse aus arzneistoffliefernden Pflanzen nach Abtrennung der als Arzneimittel
verwendeten Inhaltstoffe, in besonderer Weise vorteilhaft Biomasse von Artemisia

annua nach Abtrennung der Peroxide
bereit gestellt werden.

Es werden Formulierungen erhaiten, bei denen ein nutritiver Effekt mit einer Prophylaxe

gegen Fischkrankheiten verbunden wird.

In den Kombinationen sind praktisch alle Mischungsverhéltnisse der Komponenten mog-
lich, wobei vor die Auswahl der einzelnen Mikroalgen/Griin- bzw. Kalkalgen und/oder das
Verhéltnis aquatischer zur pilzlicher Biomasse und/oder das Verhdltnis Biomasse zu na-
tirlichem Mineralstoff variieren kann. Eine Auswahl der am besten geeigneten Mi-

schungsverhéltnisse ist mit dem erfindungsgeméBen Prifverfahren méglich.

Durch die Prifung an der erfindungsgemaBen Langzeitzellkultur werden optimale Kombi-
nationen fir verschiedene Anwendungen erhalten. Durch die ermittelte optimale Kombi-
nation fir spezielle Anwendungsziele kdnnen beispielsweise in der Fischzucht Phasenfut-
terungskonzepte verwirklicht werden, in dem die Zusammensetzung an die einzelnen

Phasen der Fischaufzucht angepasst wird.

Eine Zufuhrung essentieller Nahrungsbestandteile ohne Stoffwechselstimulierung fuhrt
nicht zu einem ausreichenden nutritiven Effekt. Es ist erfindungsgemaB, den stoffwech-
selstimulierenden Effekt, der mit dem oben geschilderten zellbiologischen System nach-
gewiesen wurde, durch gleichzeitige Zuftihrung von Lipiden, Proteinen, Kohlehydraten,
Vitaminen und Mineralstoffen aus Biomassen aquatischen Ursprungs, die eine Verbesse-
rung der Versorgung mit Omega-3- und Omega-6-Fettsduren mit einer Stimulierung des
Stoffwechsels verbinden, zu verstéarken. Die Stimulierung des Stoffwechsels ist ein neues
kennzeichnendes Merkmal fiir die Auswahl der Mikroorganismen, die fir eine Verwen-

dung als Futterkomponente besonders geeignet sind.

Es ist bekannt, dass Biomassen aquatischer Organismen wertvolle Inhaltstoffe, insbeson-
dere Omega-3- und Omega-6-Fettsauren, enthalten. Es war aber bisher nicht bekannt,

dass der Stoffwechsel von eukaryotischen Zellen auch durch Biomassen ausgewahlter
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aquatischer Organismen angeregt wird. Es ist deshalib erfinderisch, als Zumischung zum
Fischfutter Biomassen, ausgewdhlt aus aquatischen Organismen, die mehrfach ungesat-
tigte C16-C22-Fettsauren, z.B. Linolsdure (C18:2), Linolensdure (C18:3), Arachidonsdure
(C20:4), Eicosapentaensaure (EPA, C20:5) und Docosahexaensdure (DHA, C22:6) ent-
halten. In einer bevorzugten Ausfuhrungsform werden Mikroalgen der Gattung Synecho-
cystis, die 18:0 und 18:1 Fettsduren sowie hohe Konzentrationen an 16:1 Fettsauren
enthalten und der Gattungen Lyngbya, Oscillatoria (Limnothrix und Planktothrix), die
reich an 18:0 bis 18:3 Fettsduren, insbesondere a-Linolensdure sind und/oder Gemische

dieser Mikroalgen auszuwahlen.

Zyklische Peptide nach Formelbild 1 zeigen lberraschenderweise eine antibakterielle Wir-
kung gegen fischpathogene Keime, ohne die Leistung biologischer Filter in Aquafarmen

zu beeintrachtigen. Fur diese zyklischen Peptide wird Substanzschutz beantragt.

Diese zyklischen Peptide werden von Mikroalgenstémmen, ausgewahlit aus den Gattun-
gen Lyngbya, Anabaena, Synechocystis, Oscillatoria (Limnothrix und Planktothrix) und
Nostoc gebildet. Es ist deshalb erfinderisch, die antibakterielle Wirkung zu erreichen
durch
a) Beimischung der gereinigten zyklischen Peptide nach Formelbild 1 oder
b) Beimischung eines Methanol/Wasserextraktes von Biomassen , ausgewadhlt aus
den Gattungen Lyngbya, Anabaena, Synechocystis, Oscillatoria (Limnothrix
und Planktothrix) und Nostoc, der zyklischen Peptide nach Formelbild 1 ent-
halt, oder
c) Beimischung einer Fraktion, die durch Aufreinigung des Methanol/Wasser-
Extraktes nach b) {iber Zellulose oder Kieselgel erhalten wurde, oder
d) Verflitterung von Mikroalgen, die Inhaltstoffe nach Formelbild 1 enthalten, ein-

zeln oder in Kombination.

Die unter d) genannte Ausfihrungsform wird als besonders vorteilhaft angesehen. Bei
dieser Ausfuhrungsform kann die Biomasse von Mikroalgen-Stamme, ausgewahit aus den
Gattungen Lyngbya, Anabaena, Synechocystis, Oscillatoria (Limnothrix und Planktothrix)

und Nostoc in einer handelsiliblichen Mikroalgenkuitur gewonnen werden.

Inhaltsstoffe des Baumpilzes Ganoderma pfeifferi zeigen Giberraschenderweise eine starke
Wirksamkeit gegen fischpathogene Keime. Die Kombination von Wirksamkeit gegen
fischpathogenen Keimen und Stoffwechselstimulierung, nachgewiesen mit einer MefB-
anordnung gemaB Anspruch 1 ist eine gute Voraussetzung flr den Einsatz in nutritiven

Fischfutterzubereitungen.
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Die starke Wirksamkeit gegen fischpathogene Keime erganzt die antibakterielle Wirkung

der Mikroalgen.

Biomassen von Ganoderma-Arten wirken bekanntermaBen als Radikalféanger. Schaden
durch freie Radikale treten auch bei Fischen auf. Daher kénnen die Beimischung von Ga-
noderma pfeifferi auch zum Schutz vor der schadigenden Wirkung von freien Radikalen

genutzt werden.

Ein Zusatz von 2 % Ganoderma-pfeifferi in Form einer Mikro-und Nanopartikel-
Suspension oder in Form von Extrakten bewirkt eine Stimulierung des Zelistoffwechsels.
Die Kombination von Stoffwechselstimulierung bei Eukaryonten und Wachstumshem-
mung bei Prokaryonten ist deshalb ein kennzeichnendes Merkmal von G. pfeifferi und fur

die vorliegende Erfindung von besonderer Bedeutung.

Uberraschenderweise kann bei einer Kombination von Ganoderma-pfeifferi-Mikro-und
Nanopartikeln mit Montmorillonithaltigen Tonmineralen der Anteil von G. pfeifferi auf 0,6

% gesenkt werden.

Ebenfalls véllig iberraschend ist die mit dem oben geschilderten zellbiologischen System
nachgewiesene StreBminderung durch G. pfeifferi allein oder in Kombination von G. pfeif-
feri und Artemisia annua. Dieser Nachweis der erhohten StreBresistenz mit dem oben

geschilderten zellbiologischen System ist fir die Erfindung von groBer Bedeutung

Gruppe 1: "100 % A.annua.”, 2 %

Gruppe 2: "75 % A.annua : 25 % G.pfeifferi." = 2,0 %
Gruppe 3: "50 % A.annua. : 50 % G.pfeifferi." = 2,0 %
Gruppe 4: "25 % A.annua. : 75 % G.pfeifferi." = 2,0 %.
Gruppe 5: "100 % G.pfeifferi." = 2,0 %

Gruppe 6: -, Kontroligruppe ohne Wirkstoff

Nur bei der Gruppe 4 "25 % A.annua. : 75 % G.pfeifferi." und bei G. pfeifferi allein wurde
eine Stressminderung beobachtet. Das ist besonders liberraschend, weil A. annua allein

auch bei dieser Versuchsanordnung einen eher negativen Effekt hat.

Die Erfindung soll anschlieBend an einigen Beispielen erldutert werden.
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Beispiele

Beispiele I bis XII sollen die Bedeutung einiger wichtiger MessgréBen untersetzen. Die

Beispiele A bis E demonstrieren die breite Anwendbarkeit des Systems

Beispiel I

Darstellung der partiellen Fiihrung des Mediums im Kreislauf

Fig. 1 zeigt den prinzipiellen Aufbau der Versuchsanordnung

Die erfindungsgemaBe Regulierung und Abstimmung der Anteile von im Kreislauf geftihr-
tem Medium und durchflieBendem Medium dienen zweierlei Zwecken:

1. Die Anreicherung sowie die Abreicherung von Wirkstoffen im lebenden Organismus
kann durch teilweisen Kreislauf des Wirkstoffbeladenen Mediums nachgestellt werden.

2. Die Wirkstoffkonzentration und deren Verlauf kann exakt eingestellt werden.

Beispiel II

Variable Einstellung der zu priifenden Wirkstoffkonzentration

Dadurch dass kontinuierlich Wirkstoffbeladenes Medium zugefiuhrt wird, kommt es zu
einer Anreicherung des die Zellkammer durchflieBenden Mediums mit Wirkstoff, die von
dem Verhditnis des im Kreislauf geflihrten Mediums zum durchflieBenden Medium abhéan-
gig ist. Mittels Einstellung dieses Verhéltnisses und Einstellung der Wirkstoffzufuhr kén-
nen verschiedenste Verldufe der An- und Abreicherung dargestellt werden, wie im Fol-

genden anhand eines Kosmetischen Wirkstoffes (Sandelholzél) verdeutlicht wird.

Der Wirkstoff liegt in einer Verdiinnung von 2 % Sandelholzdl in Kulturmedium im Kom-
partiment 1 vor und wird wahrend der Zeit 5 h bis 10 h mit einer FlieBrate von 3 pl / h
dem System zugegeben. Das System mit seinen wesentlichen Komponenten ist in Figur 1

dargestelit.

Das Kulturmedium soll die Zellkammer Z mit einer Geschwindigkeit mit einer FlieBrate
von 30 pl/h durchflieBen, die sich in Vorversuchen als Optimum erwiesen hat und gehal-

ten werden soll.

Variante 1 beschreibt eine lineare Fiihrung des Mediums ochne Kreislaufanteil:
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Von 0 h bis 5 h wird reines Kuiturmedium mit einer FlieBrate von 30 pli/h in das System

gegeben und aus dem Ablauf entnommen. Der Wirkstofffanteil betragt 0 %.

Von S h bis 10 h wird Wirkstoffbeladenes Medium mit einer FlieBrate von 0,3 pi/h Uber
den Zulauf 1 in das System gegeében. Gleichzeitig wird die FlieBrate des Grundmediums
auf 27 pi/h reduziert. Damit ergibt sich eine Wirkstoffkonzentration von 0,02 % in dem

die Zellkammer durchflieBenden Medium.

Ab 10 h werden wieder die Ausgangswerte eingestellt. Damit ergibt sich wiederum eine
Wirkstoffkonzentration von 0 % in der Zellkammer, deren Einstellzeit nur von Verdin-
nungseffekten in der Zellkammer abhéngt. Der Verlauf von Variante 1 ist in Figur 13 als

gestrichelte Linie dargestelit
Variante 2 beschreibt eine anteilige (50 %) Fiihrung des Mediums im Kreislauf:

Das Kulturmedium wird mit von 5 h bis 10 h mit einer FlieBrate von 15 pl/h in das Sys-
tem gegeben. An der Weiche zwischen Ablauf und Kreislauf werden 15 pl/ h in den Kreis-
lauf gefiihrt. Damit ergibt sich eine FlieBrate von 15 pl/h im Ablauf sowie von 30 pl/h in

der Zellkammer. Die Wirkstoffkonzentration liegt wiederum bei 0 %.

Von 5 h bis 10 h wird wirkstoffbeladenes Medium mit einer FlieBrate von 0,15 pl/h lber
den Zulauf 1 in das System gegeben. Gleichzeitig wird die FlieBrate des Grundmediums
im Zulauf auf 14,85 pl/h reduziert. Die FlieBrate des wieder in den Kreislauf gebrachten
Mediums bleibt erhalten. Damit ergibt sich eine Anreicherung der Wirkstoffkonzentration
auf 0,02 % in dem die Zellkammer durchflieBenden Medium zur Zeit 10 h.

Nach 10 h wird die Zufuhr mit Wirkstoffbeladenem Medium wie in Variante 1 eingestelit
und die FlieBrate im Zulauf auf 15 pl/h zuriick gesetzt. Damit ergibt sich eine langsame
Abreicherung der Wirkstoffkonzentration. Der Verlauf der Wirkstoffkonzentration ist in

Figur 13 als durchgezogene Linie dargestellt

Variante 3 Beschreibt die Fihrung der Medien im erfindungsgemdBen System mit maxi-
malem Kreislaufanteil: Bis 5 h wird das gesamte Medium im Kreislauf mit einer FlieBrate
von 30 pi/h gefiihrt. Die Wirkstoffkonzentration liegt hier ebenfalls bei 0 %. Ab 5 h bis 10
h wird wiederum wirkstoffbeladenes Medium mit einer FlieBrate von 0,6 pl/h tUber den
Zulauf 1 in das System gegeben. Dazu muss mit der selben FlieBrate Medium lber den
Ablauf entfernt werden, da das Volumen konstant bleiben muss. Damit eljgibt sich eine
Anreicherung der Wirkstoffkonzentration auf 0,024 % bis 10 h. Nach 10 h werden die
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FlieBraten wieder auf die Ausgangswerte zuriick gesetzt, so dass die Wirkstoffkonzentra-
tion bis auf den durch die Zellen aufgenommenen Anteil konstant bleibt. Der Verlauf der

Wirkstoffkonzentration ist in Figur 13 als unterbrochene Linie dargestellt.
Beispiel 1II
Stabilisierung des pH-Wertes

In einer Zellkultur kommt es durch den Metabolismus der Zellen zu einer Ansduerung. In
der erfindungsgemaBen Anordnung kann der pH-Wert durch eine meBwertgesteuerte

Begasung des Mediums stabil gehalten werden.

Graphit-Chinhydron-Kompositelektroden zur Messung des pH nach [40] sind in jeder be-
liebigen Form und Konsistenz herstellbar. Daher lassen sie sich als Ringelektroden be-
sonders gut in den Fluss des Mediums oder in einen Bypass auf kleinstem Volumen ein-
bringen. Weitere Vorteile sind die hervorragende Langzeitstabilitdt und die Kalibrierfrei-
heit dieser Elektroden. Damit lasst sich der pH an fast jeder stelle des Systems verlass-

lich und kontinuierlich erfassen und zu Regel- und Dokumentationszwecken verwenden.

In Figur 14 sind verschiedene Verldufe des pH im Kulturmedium wahrend einiger Versu-

che mit der Perfusionszellkultur dargestelit.

Die gestrichelte Linie Zeigt den Verlauf des pH ohne Regulierung durch Begasung des
Mediums. Der pH steigt nach einiger Zeit irreversibel an, da das Medium ohne Begasung

alkalisiert.

Die unterbrochene Linie zeigt einen Anstieg des pH ab ca. h = 70. Um dem entgegenzu-
wirken wurde ab h = 180 mit erhéhter Begasung gegenreguliert. Der pH kehrte auf sein

urspriingliches Niveau zuruck.

Die durchgezogene Linie zeigt einen kontinuierlich regulierten pH-Verlauf. Schwankungen

des pH wurde durch eine sofortige Anpassung der Begasung entgegengewirkt.

In der erfindungsgeméaBen Perfusionszellkultur kann der pH somit gut einreguliert bzw.
durch Anderung des Begasungsregimes bzw. durch Ansduern oder alkalisieren auf einen

gewtinschten Wert eingestellt werden.



WO 2011/000572 26 PCT/EP2010/004002

Beispiel IV

Verbesserung der Erfassung von pH-Schwankungen durch sensorgestiitzte

Titration

Da das Medium gepuffert ist, wird eine Alkalisierung bzw. eine Ansduerung des Mediums
erst dann messbar, wenn die Pufferkapazitdt iberschritten ist. Eine exakte Bestimmung
der Veranderung der Pufferkapazitat bietet die Titration des Mediums mittels Fliessinjek-
tionsanalyse nach [39], die sich wegen der geringen Probenvolumina sehr gut in einem

Bypass unterbringen lasst.

Eine erfindungsgemaB Sensor gestitzte Titration erlaubt eine verbesserte Einstellung und
Regulierung der Begasung (z.B.: (besonders vorteilhaft Rickkopplung zur Durchstro-
mung, CO,-Anteil).Dazu geeignete Messorte sind das VorratsgefdB mit Medium sowie

Messzellen direkt vor und hinter den Zellkammern.

Beispiel V

Regelung des Sauerstoffgehaltes

Der Sauerstoffgehait des Mediums sollte konstant und hinreichend zur Versorgung der
Zellen sein. Der Sauerstoffgehalt wird, dhnlich dem pH, durch meBwertgestitzte gezielte

Begasung eingestellt.

Daflir geeignete Sensoren kénnen als Clarkelektrode zur Bestimmung des Sauerstoffge-
haltes bzw. des Sauerstoffverbrauches (liber Differenzmessungen) verwendet werden,

um diesen wichtigen Stoffwechselparameter zu erfassen.

Ein wichtiges Ziel ist der Vorrang der Zellatmung vor der Garung bei dem Zellstoffwech-
sel. Ein Kriterium fir die Art des Zellstoffwechsels ist der Quotient aus Laktatentstehung
und Glukoseverbrauch. Geeignete enzymatische Sensoren [59, 61], die auf Tréger ge-
druckt werden kénnen erlauben die kontinuierliche Bestimmung der wichtigen Stoff-
wechselparameter Glukoseverbrauch und Laktatentstehung durch Messungen vor und
hinter der Zellkammer. Diese Sensoren lassen sich in kleinvolumigen Durchflusszellen an
geeigneten Messstellen, z.B. direkt vor und hinter der Zellkammer, im System unterbrin-

gen.
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Wenn die Zellen keinem Stress oder keinen Wirkstoffen ausgesetzt sind, sollte der Quo-
tient aus Laktatentstehung und Glukoseverbrauch sollte méglichst klein sein. Als anzu-
strebender Wert haben sich in durchgefiihrten Versuchen Quotienten zwischen 0,5 und
1,0 erwiesen. Dieser Quotient ladsst sich, basierend auf den Messwerten fur Glukose- und
Laktatkonzentration durch geeignete Einstellung des Sauerstoffgehaltes sowie der Anteile
von durchlaufenden und im Kreislauf gefihrtem Medium rickgekoppelt einstellen. Dazu
ist u. A. eine Hinterlegung von verschiedenen Steuerregimes in einer Software zweckmaé-

Big.

Beispiel VI

Erfassung der Biomasse der Zellen

Die Biomasse in der Zellkammer ist (iber kapazitive, nicht invasive Messungen bestimm-
bar. Vergleichbar zu einem Kondensator werden 2 oder mehrere Graphit- oder Metall-
elektroden um die Zellkammer angeordnet. Die Kapazitdt dieser Anordnung ist einer
Messung mit geeigneten physikalischen Methoden zugénglich und hdngt von der Kon-
zentration der Biomasse in den Zellkammern ab. Damit lédsst sich die Zellzahl ohne weite-
ren Eingriff auch wéhrend des laufenden Versuches zu beliebiger Zeit bestimmen und als

Regel- oder Auswerteparameter heranziehen.

Beispiel VII

Erfassung des elektrochemischen Sauerstoffbedarfs

Sensoren aus einer Kompositmasse aus Kupfer und Kupferoxid dienen zur amperometri-
schen Bestimmung des Elektrochemischen Sauerstoffbedarfs ESB (elektrochemische Oxi-
dation an einer katalytisch aktiven Oberflache). Der ESB ldsst Rickschlisse auf den
Néhrstoffgehalt des Mediums sowie auf den Nahrstoffverbrauch der Zellen (durch Ver-
gleichsmessungen) zu. Da die Bestimmung des ESB in einem mit NaOH alkalisierten Me-
dium ablauft und wie die FlieBinjektionsanalyse mit geringen Probenvolumina auskommt,
lésst sich die Messanordnung optimal in einem Bypass zum System anordnen. Der Para-

meter ESB lasst sich mit dieser Anordnung quasikontinuierlich bestimmen.
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Beispiel VIII

Regelung der Glucosekonzentration

Die Glukosekonzentration im Medium ist durch das Grundmedium definiert und messbar.
Der Glukosegehalt kann auf einen gewilinschten Wert an- oder abgereichert werden, in-
dem dem System entweder Glukose zugefiuhrt wird (Erhéhung der Glukosekonzentration)
oder ein Teil des Mediums im Kreislauf gefiihrt wird (Abreicherung der Glukosekonzentra-
tion aufgrund des Glukoseverbrauches der Zellen).

Beispiel IX

Simulation von Stresssituationen bei Leistungssportlern

Es wird durch Unterversorgung mit Sauerstoff eine Stresssituation simuliert, wie sie z.B.
beim Leistungssport auftreten kann. Dazu wird wie im Beispiel V ausgefiihrt das Verhalt-
nis von Atmung und Garung bestimmt. Durch gezielte Verédnderung des Quotienten lasst

sich die gewinschte Stoffwechselsituation einstellen.

Beispiel X

Hitzestress

Mit Stress - wie zum Beispiel Hitze - umzugehen, ist flir alle Lebewesen eine groBe Her-
ausforderung. Die Hitzeschock-Antwort ist daher ein evolutiondr sehr alter und hochkon-
servierter Prozess, der in allen Lebewesen vorkommt. Die Expression von Hitzeschock-
protein und die Aktivierung von Hitzeschockfaktor sind Teil der Resistenzentwicklung von
Zellen gegen die Einwirkung &duBerer Stressfaktoren, die liber Hitze weit hinaus Bedeu-

tung haben.

Das oben genannte zellbiologische System ist zum Nachweis einer Wirksamkeit beim ex-
perimentellen Hitzeschock geeignet. Ein Temperierblock sichert eine gleich bleibende
und Uber die Zellkammern gleiche Temperatur. Der Hitzestress wird durch Temperatur-
erh6hung auf etwa 42 °C erzeugt. Die Einwirkzeit und die Temperatur kénnen dabei va-
riabel reguliert werden. Ein gutes Beispiel flir eine messwertgestiitzte Regulierung des
Einstellparameters Temperatur (iber den Stoffwechselparameter Glukoseverbrauch liefert
Figur 2: Die Temperatur wurde hier kurzeitig auf 42 °C erhéht (ab 5 h). Sobald der Glu-

koseverbrauch der Zellen aufgrund des Hitzestresses nachlieB wurde die Temperatur auf
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37 °C zuriick reguliert (ab 7,5 h). Anhand der Kurve fir den Glukoseverbrauch der Zellen
lasst sich eine Erholung der Zellen nach Riickregulierung der Temperatur erkennen: Der

Glukoseverbrauch stieg wieder auf den Level vor der Temperaturerhéhung an.

Eine Dauerhafte Erhéhung der Temperatur auf 42 °C (ab 5 h) fihrte dagegen zum Ab-
sterben der Zellen (Figur 3).

Beispiel XI

Stress durch verstiarkte Einwirkung freier Radikale

Freie Radikale entstehen natiirlicherweise im Rahmen der Zellatmung oder bei Prozessen
der Immunabwehr. Freie Radikale kénnen prinzipiell mit allen fiir die lebende Zelle not-
wendigen Molekilen reagieren. Infolgedessen kann es zu metabolischen und strukturel-
len Modifikationen kommen, die unter Umstdanden zum Zelluntergang fiihren (aus: Mar-
quardt, Hans und Siegfried Schafer (Hrsg.):Lehrbuch der Toxikologie. 2., Auflage Stutt-
gart, Wissenschaftliche Verlagsgesellschaft, 2004). Um unliebsame Reaktionen, z.B. eine
Lipidperoxidation, zu verhindern, muss die Radikalkonzentration begrenzt werden. Euca-
ryoten bilden Antioxidantien, die als "Radikalenfanger” wirken. Die Menge der Radikalen-
fanger, die der Korper bilden kann, ist jedoch begrenzt, so dass immer wieder Gewebe-
und Zellschaden durch Radikaleinwirkung auftreten. Faktoren wie hdheres Alter, Stress
oder Krankheiten erhéhen die Bildung von freien Radikalen, wahrend gleichzeitig die Fa-

higkeit insbesondere der Saugerzellen abnimmt, selbst Schutzfaktoren zu bilden:

Je hdher die Radikalkonzentration im Verhdéltnis zur Konzentration der Radikalenfanger
ist, desto mehr Schéaden pro Zeiteinheit treten auf. Diese Schaden summieren sich im
Laufe der Jahre und fihren dann, Schritt fir Schritt, zu immer starker werdenden Leis-
tungseinbuBen und Funktionsverlusten, die unsere Alterung kennzeichnen. Ein hohes
Radikalenaufkommen, das vom Organismus liber langere Zeitrdume nicht mehr kompen-
siert werden kann, kann zum Ausgangspunkt chronischer Erkrankungen werden. Dies gilt
vor allem flir Zivilisationskrankheiten wie die koronare Herzkrankheit. Durch Freie Radi-
kale oxidativ modifiziertes LDL-Cholesterin besitzt atherogene und thrombogene Eigen-
schaften, die fur die Entstehung arteriosklerotischer GeféaBwandlasionen und Arterienver-

schltissen von maBgeblicher Bedeutung sind.

Fur die Erfassung prophylaktischer Wirkungen ist daher die Untersuchung der Einflusses
auf den Zellstoffwechsel unter einer verstarkten Einwirkung von freien Radikalen von

groBer Bedeutung
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Im erfindungsgemaBen System ist die Radikalerzeugung mittels Enzymen wie Xanthinpe-
roxidase problemlos méglich. Die Konzentration der freien Radikala kann als Summenpa-
rameter elektrochemisch erfasst und zur meBwertgestiitzten Einstellung von Radikalen-

konzentration genutzt werden.

Bei vielen in der Kosmetik und als Nahrungsergdnzungsmittel eingesetzten Produkten
beruht Auslobung einer Radikalfangerfunktion bisher auf In-vitro-Untersuchungen, die die
Verhaltnisse an der lebenden Zelle nur sehr begrenzt widerspiegeln. Es ist nach dem
Stand der Technik nicht méglich, den Effekt einer Vorbehandlung unter den in-vivo-
Verhéltnissen dhnlichen Bedingen zu messen, obwohl die zu prifenden Stoffe vorwiegend

prophylaktisch eingesetzt werden sollen.

Mit dem erfindungsgemaBen System ist eine Aussage zur prophylaktischen Wirksamkeit

mdglich, durch

a) Vorbehandlung und/oder Behandlung einer Zellkultur mit dem zu prifenden Stoff,

b) Erzeugung von freien Radikalen nach Abschluss der Vorbehandlung und/oder wah-
rend der Behandlung und

c) Messung und Vergleich der Schédden, die durch die im Verfahrensschritt b) erzeug-
ten Radikale bei vorbehandelten, behandelten und unbehandelten Zellen erzeugt

werden.
Beispiel XII
Automatisierbare Regelungen

Die automatisierbare Regelung eines biologischen Systems erfordert eine Komponente
zur Speicherung der von den Sensoren kontinuierlich oder quasikontinuierlich uberwach-
ten Parameter. Da fir verschiedene biologische Systeme eine Vielzahl verschiedener Pa-
rameterfacher fir die Regelung eingesetzt werden, ist fir die Speicherung der Parame-
terwerte ein mdglichst flexibles Datenmodell vorteilhaft. Mit Topic Maps (ISO/IEC 13250
2003) liegt ein standardisiertes, graphenbasiertes Datenmodell vor (ISO/IEC 13250-2
2006) mit einer standardisierten XML-Syntax vor, (ISO/IEC 13250-3 2007), das die Ab-
bildung beliebiger relationaler Strukturen in Verbindung mit einem hohen MaB an selbst-

beschreibender Semantik ermdglicht.
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Beispiel A

Fischfutter

Die Vorteile des erfindungsgemaBen Testsystems kdnnen bei komplexen Anforderungen
wie der Herstellung eines fiir das Aquafarming geeigneten Fischfutters besonders deutlich
demonstriert werden. Die Einsatzméglichkeiten werden deshalb exemplarisch am Beispiel
einer solchen Zubereitung demonstriert. Sie sind aber natlrlich auf andere komplexen

Entwicklungen ubertragbar.

Komplexe Anforderungen

Vorteile von Aquakulturen gegeniiber traditionellem Fischfang liegen einerseits in niedri-
geren Preisen und in dem kontinuierlichen und planbaren Aufkommen. Der Ertrag aus
Aguakulturen ist gleichmaBiger und leichter zu prognostizieren, was es Supermadarkten
erleichtert, die Fische in ihr Angebot zu integrieren. Deshalb ist die Aquakultur ein welt-
weit stark wachsender Markt; derzeit werden ca. 29 % der Gesamtfischanlandungen
durch Produkte aus der Aquakultur gedeckt. Mit dem standig wachsenden Anteil von
Fischfarmen ergibt sich die Notwendigkeit der Entwicklung von neuen Futtermittein. Die
gegenwartig starke Verwendung von Fischmehl muss schon aus 6kologischen Grinden
soweit wie moglich eingeschrankt werden. Fir die Aquakultur missen zurzeit etwa drei-
Big Millionen Tonnen Fisch/Jahr gefangen werden. Zunehmend ist man daran interessiert,
den Anteil des Fischmehls im Futter zu senken. Unter anderem auch, weil viele der zu
Fischmeh!l verarbeiteten Fische erhéhte Schwermetall-, PCB- und Dioxin-Werte aufwei-

sen, die das Endprodukt der Nahrungskette belasten.

In unnatirlich groBen und dichten Verbanden gehaltene und in Hinblick auf maximale
Ertrége geziichtete Fische sind krankheitsanfallig. Die Verwendung von Antibiotika, die
auch in der Humanmedizin zum Einsatz kommen, als Nutritiva wurde verboten, da sich
humanpathogene Erreger an geringe Antibiotika-Reste, die im Nahrungsmittel Fisch ent-

halten sind, anpassen und resistent werden kénnen.

Importe von Aquarienfischen sind oft mit Erregern von Fischkrankheiten infiziert bzw.
kontaminiert. An die fur die Sanierung eingesetzten keimwidrigen Substanzen sind be-
sondere Anforderungen zu stellen, da die bakteriellen Prozesse in den Filteranlagen nicht

beeintrachtigt werden dirfen.
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Makroalgen und Mikroalgen enthalten Wirkstoffe, die fischpathogene Bakterien hemmen
kénnen. Als Beispiel seien die antimikrobiell wirksamen Inhaltsstoffe der Gattung Lauren-
cia angeftuhrt. Wahrend Makroalgen direkt als Fischfutter genutzt werden kénnen, werden
Mikroalgen ohne eine entsprechende Verarbeitung von den Fischen nur in beschrénkten

MaB als Futter angenommen.

Mit den Mikroalgen kénnen ungesattigte Fettsduren zugefiihrt werden, die auch in Fisch-
élen enthalten sind. Uberwiegend werden Mikroalgen in der Aquakultur zur Erndhrung
von Fischlarven und der als Lebendfutter fiir die Fische gehaltenen Organismen (Artemia-

Nauplien, Radertierchen, Ruderfukrebse) genutzt.

Von besonderem Interesse ist Haematococcus pluvialis, eine einzellige Grinalge, die bis
Zu 5 % ihrer Biomasse das Ketocarotinoid Astaxanthin produzieren kann. Astaxanthin ist
ein natlrliches Antioxidans und verleiht den damit erndhrten Fischen eine erwlinschte

intensive Rotfarbung.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass folgende Probleme zu lésen sind, um
optimierte Futtermittel fiir die Aquakultur zu entwickeln:
e Bereitstellung von EiweiBen, Lipiden, Kohlehydraten, Vitaminen und Mineralstoffen
¢ Nutritive Wirkung durch Aktivierung des Zellstoffwechsels bei gleichzeitiger Zufiih-
rung von ungesattigten Fettsduren
* Verminderung von Stressreaktionen
+ Verminderung des Anteils von Fischmehl/Fischél
¢ Kostengunstige Herstellung eines schwimmfahigen lagerstabilen Fischfutters
e Herstellung bei Temperaturen < 80 °C, um wertvolle Inhaltsstoffe zu erhalten
« Hemmung fischpathogener Bakterien ohne die Abbauleistungen der biologischen
Filter zu schadigen
¢ Vermeidung der Resistenzentwicklung humanpathogener Erreger

Diese komplexe Aufgabe erfordert verschiedene Prifverfahren. In vitro-Untersuchungen
kénnen nur bestimmte Einzelfragen beantworten und beriicksichtigen nicht Komplexitat
der biologischen Reaktion. Tierexperimentelle Prifungen sind bei der Vielzahl der mégli-
chen Kombinationen zu aufwandig und scheiden daher fur Vorversuche aus. Untersu-
chungen an Zellen bericksichtigen einerseits die Komplexitat der biologischen Antwort,
sind aber andererseits noch relativ kostengiinstig durchzufiihren.
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Um eine Optimierung der Zusammensetzung zu erreichen ist daher die Prifung mdglicher
Komponenten auf stoffwechselférdende, stressmindernde und synergistische Effekte in

einem Verfahren gemaB Anspruch 1 bzw. 17 ein wertvolles Hilfsmittel.

Die Untersuchungen werden zweckmaBigerweise in einem abgestimmten Stufenplan be-

arbeitet.

Priifstufe 1

Auswahl von Biomassen mit einem hohen Gehalt an Hauptndhrstoffen

Es ist bekannt, dass Biomassen aquatischer Organismen wertvolle Inhaltstoffe, insbeson-
dere Omega-3- und Omega-6-Fettsduren, enthalten. Es ist deshalb zweckmaBig, als Zu-
mischung zum Fischfutter Biomassen, ausgewahlt aus aquatischen Organismen, die
mehrfach ungeséttigte C16-C22-Fettsduren, z.B. Linolsdure (C18:2), Linolensaure
(C18:3), Arachidonsaure (C20:4), Eicosapentaensaure (EPA, C20:5) und Docosahexaen-
saure (DHA, C22:6) enthalten. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform werden Mikroalgen
der Gattung Synechocystis, die 18:0 und 18:1 Fettsduren sowie hohe Konzentrationen
an 16:1 Fettsduren enthalten und der Gattungen Lyngbya, Anabaena, Oscillatoria (Lim-
nothrix und Planktothrix), die reich an 18:0 bis 18:3 Fettsduren, insbesondere a-

Linolensaure sind und/oder Gemische dieser Mikroalgen auszuwdhlen.

Priifstufe 2

Priifung mdoglicher Komponenten auf stoffwechselféordende Effekte in einem
Verfahren gemas Anspruch 1

Eine ausreichende Zufilhrung essentieller Nahrungsbestandteile ohne Stoffwechselstimu-
lierung fihrt nicht zu einem optimalen nutritiven Effekt. Es war aber bisher nicht be-
kannt, dass der Stoffwechsel von eukaryotischen Zellen auch durch Biomassen ausge-

wahlter aquatischer Organismen angeregt wird.

Es ist zweckmaBig, den nutritiven Effekt durch gleichzeitige Zufiihrung von Lipiden, Pro-
teinen, Kohlehydraten, Vitaminen und Mineralstoffen aus Biomassen aquatischen Ur-
sprungs, die eine Verbesserung der Versorgung mit Omega-3- und Omega-6-Fettsduren
mit einer Stimulierung des Stoffwechsels verbinden, zu verstérken. Die Stimulierung des

Stoffwechsels, nachgewiesen mit einer Priifanordnung gema&B Anspruch 1, ist ein neues
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kennzeichnendes Merkmal fir die Auswahl der Mikroorganismen, die fir eine Verwen-

dung als Futterkomponente besonders geeignet sind.

Aufgrund der Ergebnisse der Prufstufe 2 kdnnen stoffwechselaktivierend wirkende Bio-
massen aquatischen Ursprungs beispielsweise Grinalgen (Chlorophyta) als Futtermittel-

komponenten ausgewdahlt werden (s. Beispiel B: aquatische Biomassen)

Fur die Entwicklung von Futterkomponenten fir die Aquakultur sind insbesondere bevor-
zugt, natirliche Biomassen, die den Stoffwechsel stimulieren und hohe Konzentrationen

ungeséattigter Fettsduren enthalten.

Priifstufe 3

Priifung auf antimikrobielle Wirksamkeit gegen fischpathogene Keime

Ein starkes Fischwachstum ist nur méglich, wenn das Wachstum nicht durch Erkrankun-
gen gestort wird. Stoffwechselaktivierend wirkende Biomassen, bevorzugt ausgewdhlt
aus den Gattungen Isochrysis, Clamydomonas, Haematococcus oder Tetraselmis bzw.
Kalkalgen (Haptophyta) werden daher in der Priifstufe 3 als Einzelstoffe oder in Kombina-
tionen auf Wirksamkeit gegen fischpathogene Keime geprift (s. Beispiel B: aquatische

Biomassen).

Ganz besonders bevorzugt sind natiirliche Biomassen, die den Stoffwechsel stimulieren
und hohe Konzentrationen ungesattigter Fettsduren enthalten und die die zusétzlich eine
Wirksamkeit gegen fischpathogene Keime bei gleichzeitiger Nichtschddigung der biologi-

schen Filter aufweisen.

Von Mikroalgenstammen, ausgewahlt aus den Gattungen Lyngbya, Anabaena, Synecho-
cystis, Oscillatoria (Limnothrix und Planktothrix) und Nostoc werden bisher unbekannte

zyklische Peptide gemaB Formelbild 1 gebildet.

Zyklische Peptide nach Formelbild 1 zeigen Uberraschenderweise eine antibakterielle Wir-
kung gegen fischpathogene Keime, ohne die Leistung biologischer Filter in Aquafarmen
zu beeintrachtigen. Fir diese zyklischen Peptide wird Substanzschutz beantragt.

Es ist deshalb mdglich die antibakterielle Wirkung zu erreichen durch

a) Beimischung der gereinigten zyklischen Peptide nach Formelbild 1 oder
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b) Beimischung eines Methanol/Wasserextraktes von Biomassen , ausgewadhlt
aus den Gattungen Lyngbya, Anabaena, Synechocystis, Oscillatoria (Limnothrix
und Planktothrix) und Nostoc, der zyklischen Peptide nach Formelbild 1 enthélt,
oder

c) Beimischung einer Fraktion, die durch Aufreinigung des Methanol/Wasser-
Extraktes nach b) liber Zellulose oder Kieselgel erhalten wurde, oder

d) Verwendung von Mikroalgen, die Inhaltstoffe nach Formelbild 1 enthalten,

einzeln oder in Kombination.

Priifstufe 4

Priifung moglicher Komponenten auf stressmindernde Effekte in einem Verfah-

ren gemdaB Anspruch 1

In unnatirlich groBen und dichten Verbdnden gehaltene und in Hinblick auf maximale
Ertrage gezichtete Fische sind stressanfallig. Es ist deshalb zweckmé&Big, dem Futter eine

stressmindernde Komponente zuzumischen.

Flr die Suche nach stressmindernden Komponenten ist das erfindungsgeméBe Verfahren

geeignet.

Bei der Untersuchung mit diesem Priifverfahren sind Biomassen aus Ganoderma pfeifferi
als besonders vorteilhaft aufgefallen, da sie Stressminderung mit Stoffwechselstimulie-
rung und antibakterieller Aktivitdt gegen fischpathogene Keime verbinden (s. Beispiel C:

Ganoderma)

Priifstufe 5

Suche nach optimalen Verarbeitungsformen

Die Biomasse der Mikroalgen-Stamme kann in einer handelsiblichen Mikroalgenkultur
gewonnen werden. In einer solchen Kultur fallen die Wertstoffe als eine wéssrige bis brei-

ig flieBende Biomasse an.

Auch die im Beispiel ,Ganoderma" verwendeten pilzlichen Biomassen fallen bei einer Kul-

tivierung des Mycels als wéssrige bis breiig flieBende Suspensionen an.

Es hat sich als zweckmaéaBig herausgestelit, diese Suspension mit Hilfe einer speziellen

Mineralstoffkombination in eine lagerfahige Form zu Uberfihren (s. Beispiel D: Mineral-
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stoffe). Auch bei der Auswahl der Mineralstoffe kann das Prifverfahren nach Anspruch 1

herangezogen werden.

SchlieBlich ist das Prifverfahren nach Anspruch 1 auch geeignet, die fertigen Formulie-

rungen zu untersuchen.

Priifstufe 6

Suche nach moglichst kostengiinstigen Futterkomponenten

Riickstdande von Arzneistoff liefernden Pflanzen fallen in gréBeren Mengen an und sind
daher preiswert. Bei der Suche nach optimalen Verwertungsmdéglichkeiten ist das Pruf-
verfahren nach Anspruch 1 eine groBle Hilfe (s. Beispiel E: pflanzliche Biomassen). Die
beobachteten Effekte lassen sich ohne biologische Priifungen an der Zelle nicht vorhersa-
gen. Die Priifung der Vielzahl der mdglichen Kombinationen im Tierexperiment ist zu

aufwandig.

Nachdem diese Priifstufen durchlaufen wurden, wird die komplexe Aufgabenstellung

durch eine Futterzubereitung, umfassend

a) Biomassen aquatischer Organismen mit einem hohen Anteil an Omega-3- und
Omega-6-Fettsauren mit stoffwechselaktivierender Wirkung

b) bisher unbekannte zyklische Peptide nach Formelbild 1 als Reinsubstanz oder ent-
halten in Biomassen von Mikroalgen oder im Methanol/Wasserextrakt aus den genannten
Biomassen oder in einer nach Aufreinigung des Methanol/Wasserextraktes iiber Zellulose
angereicherten Fraktion und/oder

c) einen Tripel-Smectit-Mineralverbund und/oder

d) pilzliche Biomassen oder Pilzextrakte mit Wirksamkeit gegen fischpathogene Kei-
me und/oder immunstimmulierender Wirkung in besonderer Weise bevorzugt von Gano-
derma pfeifferi und/ oder Saccharomyces spec und/oder Kluyveromyces spec und/oder

e) Biomasse aus arzneistoffliefernden Pflanzen nach Abtrennung der als Arzneimittel
verwendeten Inhaltstoffe, in besonderer Weise vorteithaft Biomasse von Artemisia annua
nach Abtrennung der Peroxide

gelost.

Es werden Formulierungen erhalten, bei denen ein nutritiver Effekt mit einer Prophylaxe

gegen Fischkrankheiten verbunden wird.
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In den Kombinationen sind praktisch alle Mischungsverhéltnisse der Komponenten mog-
lich, wobei vor die Auswahl der einzelnen Mikroalgen/Griin- bzw. Kalkalgen und/oder das
Verhdltnis aquatischer zur pilzlicher Biomasse und/oder das Verhéltnis Biomasse zu na-
turlichem Mineralstoff variieren kann. Eine Auswahl der am besten geeigneten Mi-

schungsverhaitnisse ist mit einem Priifverfahren nach Anspruch 1 mdéglich.

Durch die Prifung nach mit einem Prifverfahren nach Anspruch 1 werden optimale Kom-
binationen fiir verschiedene Anwendungen erhalten. Durch die fir die in einem Prifver-
fahren nach Anspruch 1 ermittelte optimale Kombination flir spezielle Anwendungsziele
kénnen beispielsweise in der Fischzucht Phasenfitterungskonzepte verwirklicht werden,

in dem die Zusammensetzung an die einzelnen Phasen der Fischaufzucht angepasst wird.

Die erfindungsgemaBe Zubereitung kann mit lblichen Fischfutterbestandteilen gemischt
werden. Besonders bevorzugt sind Getreide und/oder Soja und/oder Erbsenprotein
und/oder Luzerne und/oder Hefen, und/oder Calziumcaseinat und/oder Fischmehl
und/oder Weich- und Krebstiere. Wahrend die eingesetzten Pflanzen vorwiegend Lipide
mit relativ kurzkettigen Fettsauren (C12-C18) und einer geringen Anzahl von Doppelbin-
dungen (bis C18:3) enthalten, wird in der Kombination ein ausgeglichenes Lipidspektrum

erreicht.

Bei der Verflitterung der erfindungsgemaBen Zubereitung wird ein nutritiver Effekt mit

einer Prophylaxe oder Therapie von Fischkrankheiten verbunden.

Beispiel B

Aquatische Biomassen und darin enthaltene bisher unbekannte Wirkstoffe

Es ist bekannt, dass Biomassen aquatischer Organismen wertvolle Inhaltstoffe, insbeson-
dere Omega-3- und Omega-6-Fettsduren, enthalten. Es war aber bisher nicht bekannt,
dass der Stoffwechsel von eukaryotischen Zellen auch durch Biomassen ausgewdahlter
aquatischer Organismen angeregt wird. Biomassen, ausgewahlt aus aquatischen Orga-
nismen, die mehrfach ungeséattigte C16-C22-Fettsauren, z.B. Linolsdure (C18:2), Linolen-
saure (C18:3), Arachidonsdure (C20:4), Eicosapentaensaure (EPA, C20:5) und Docosa-
hexaensédure (DHA, C22:6) enthalten und gleichzeitig stoffwechselstimulierend wirken,
versprechen daher besondere Vorteile. In einer bevorzugten Ausfihrungsform werden
Mikroalgen der Gattung Synechocystis, die 18:0 und 18:1 Fettsauren sowie hohe Kon-
zentrationen an 16:1 Fettsduren enthalten und der Gattungen Lyngbya, Anabaena, Oscil-
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latoria (Limnothrix und Planktothrix), die reich an 18:0 bis 18:3 Fettséduren, insbesondere

a-Linolenséaure sind und/oder Gemische dieser Mikroalgen ausgewaéhit.

Figuren 4 und 5 zeigen den Glukoseverbrauch % als Funktion der Zeit nach Beginn der

Wirkstoffzumischung.

Insbesondere bevorzugt sind den Stoffwechsel stimulierende und/oder stressmindernd
wirkende Mikroalgen mit einer hohen Konzentrationen ungesattigter Fettsauren, die zu-
satzlich die erfindungsgemaBen zyklischen Peptide enthalten und/oder Wirksamkeit ge-
gen fischpathogene Keime bei gleichzeitiger Nichtschadigung der biologischen Filter auf-

weisen.

Durch eine ausgewogene Mischung von Biomassen aquatischer Organismen wird eine

breite Wirksamkeit gegen fischpathogene Keime erreicht (Tab. 1)

Tab. 1

Wirksamkeit gegen Erreger von Fischkrankheiten (Methodik s. Beispiel Gano-

derma)

(Doppelbestimmung, Angabe der Hemmhofdurchmesser nach Subtraktion des Plattchen-

durchmessers) + + kein klarer Hemmhof, aber reduziertes Wachstum

Methanolextrakte | Flexibac- | Aeromonas | Aeromonas Vibrio Pseudomo-

ter salmonicida | hydrophila anguillarum nas
Stamme maritimus | Hemmhof Hemmbhof Hemmbhof anguillisep-

Hemmbhof | mm mm mm tica

mm Hemmbhof

mm

Anabaena sp. | negativ negativ Negativ Negativ negativ
Bio33
Oscillatoria 11 5,6 negativ Negativ Negativ negativ
Synechocystis 21 ++ 11,12 Negativ Negativ 29, 30
Synechocystis 29 10, 9 12,12 ++ 9,8 32,33
Lyngbya sp. 12, 13 4,5 2,2 4,4 9,12
Nostoc CAVN1 9,6 negativ Negativ Negativ negativ
Nostoc CAVN2 3,3 negativ Negativ Negativ negativ
Anabaena 2,2 negativ Negativ Negativ negativ
CAVN3
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Anabaena 2,2 negativ Negativ Negativ negativ
CAVN 8
Anabaena ++ negativ Negativ Negativ negativ
CAVN 14
Nostoc 4,4 negativ Negativ 6,6 19,19
CAVN 16
Nostoc 7,7 negativ Negativ Negativ negativ
CAVN 17
Anabaena ++ negativ Negativ Negativ negativ
CAVN 18
Oscillatoria 10,11 negativ Negativ Negativ negativ
CAVN Ocsi
Haematococcu3 ++ negativ Negativ Negativ negativ
Tetraselmis 4 3,+ negativ Negativ Negativ negativ
Isochrysis 5 ++ negétiv Negativ Negativ ++
Clamydomonas9 6,6 negativ Negativ Negativ negativ

Zyklische Peptide nach Formelbild 1 zeigen lUiberraschenderweise eine antibakterielle Wir-

kung gegen fischpathogene Keime, ohne die Leistung biologischer Filter in Aquafarmen

zu beeintrachtigen. Fir diese zyklischen Peptide wird Substanzschutz beantragt.

Formelbild 1
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Beispiel C
Ganoderma pfeifferi
Inhaltsstoffe des Baumpilzes Ganoderma pfeifferi zeigen (iberraschenderweise eine starke
Wirksamkeit gegen fischpathogene Keime. Die starke Wirksamkeit gegen fischpathogene
Keime - die nicht mit einem jetzt verbotenem antibiotikum sonderm mit einem Naturstoff

erreicht wird - ist fur den Einsatz im Fischfutter von besonderer Bedeutung

Methodik der antimikrobiellen Untersuchungen:

Fischbakteriosen stellen ein besonderes wirtschaftliches und 6kologisch relevantes Prob-
lem dar. Die Untersuchungen erfolgten mit gramnegativen Bakterien, die Fischkrankhei-
ten wie Seewasser-Columnaris, chronische Bauchwassersucht, Furunkulose, Fleckenseu-
che, Flossenfaule, Rotmaulseuche oder die Rote Pest auslésen. Die Anzucht der vom
Staatlichen Fischseuchenbekamfungsdienst Niedersachsen und Fischgesundheitsdienst
zur Verfligung gestellten Bakterien erfolgte auf Trypticase-Soy-Agar (Sigma Chemical
Co., St. Lois, USA). Die Priifung der Extrakte aus der Biomasse, der aufgereinigten Frak-
tionen und der Wirkstoffe erfolgte im Agardiffusionstest unter Verwendung von mit 2 mg
Extrakt beladenen Testblattchen. Die fischpathogenen Bakterien wurden in TSA-Agar ein-
gearbeitet und dieser in Petrischalen ausgegossen. Die mit den Mikroalgenextrakten
(2mg/Plattchen) beimpften Plattchen wurden auf die Oberfliche des Agars aufgebracht,
4h bei 8°C vorinkubiert und anschlieBend 24h bei 26°C bebrutet. Als Positivkontrollen
wurden jeweils 50ug/Plattchen Ampicillin, Nystatin, OTC und Gentamycin benutzt, die
eine deutliche Hemmbhofbildung um die Plattchen bewirkten.

Besonders gegen die Aeromonas-Arten zeigte sich eine antibakterielle Wirkung. (Tab. 2) .
Da sich die antibakterielle Wirksamkeit bei verschiedenen Extrakten nachweisen ldsst, ist

die Verwendung der gesamten Biomasse besonders zweckmaBig.
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Tab. 2 Wirksamkeit von Extrakten aus G. pfeifferi gegen fischpathogene Bakterien

Extrakt aus Hemmhofdurchmesser (mm)
G. pfeifferi
Aeromonas Aeromonas Vibrio anguilla- | Yersinia ruckeri
salmonicida hydrophila rum F 531/82
subsp DSM 30019 ATCC 1188
Salmonicida
67 A1
Dichlormethan- |10 12 - -
Extrakt
Ethanolischer 10 10 - -
Extrakt
Kaltwéassriger 9 8 - -
Extrakt
HeiBwassriger 13 14 9 10
Extrakt

Beim Einsatz von Biomassen aus Ganoderma pfeifferi als nutritive Fltterungskomponente
kann die Biomasse auf Grund des derzeit noch hohen Preises nur in relativ geringen Kon-
zentrationen eingesetzt werden. Dabei wirken einzelne Inhaltsstoffe der Ganoderma-
Biomasse in nur geringen Konzentrationen, dafiir aber Uber eine lange Zeit ein. Um einen
stoffwechselstimulierenden Effekt zu Uberpriifen, musste ein experimentelles Modell ge-
schaffen werden, dass eine stabile Stoffwechselsituation Gber eine lange Einwirkungszeit
gewabhrleistet und damit die Priifung stoffwechselstimulierenden Effekte ermdglicht. Das

ist mit der Prifanordnung gemaB Anspruch 1 gelungen.

Figur 6 zeigt die Stimulierung des Stoffwechsels durch G. pfeifferi.

Ein Zusatz von Ganoderma-pfeifferi in Form einer Mikro-und Nanopartikel-Suspension
(G.pfeiferi-Maresome) oder in Form von Extrakten bewirkt bei einer Prifung mit einem
Verfahren gemaB Anspruch 1 eine dosisabhdngige Stimulierung des Zellstoffwechsels. Die
Kombination von Stoffwechselstimulierung bei Eukaryonten und Wachstumshemmung bei
Prokaryonten ist deshalb ein kennzeichnendes Merkmal von G. pfeifferi und fur die An-

wendung als Fischfutter-Komponente von besonderer Bedeutung.
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Von besonderem Interesse ist die stressmindernde Wirkung. Diese stressmindernde Wir-
kung wurde an einem Hitzestressmodell nach Anspruch 17 nachgewiesen. Mit Stress -
wie zum Beispiel Hitze - umzugehen, ist fir alle Lebewesen eine groBe Herausforderung.
Die Hitzeschock-Antwort ist daher ein evolutiondr sehr alter und hochkonservierter Pro-
zess, der in allen Lebewesen vorkommt. Die Expression von Hitzeschockprotein und die
Aktivierung von Hitzeschockfaktor sind Teil der Resistenzentwicklung von Zellen gegen
die Einwirkung auBerer Stressfaktoren, die (iber Hitze weit hinaus Bedeutung haben. Zum
Nachweis einer Wirksamkeit beim experimentellen Hitzeschock wurde die Methodik nach

Anspruch 1 variiert.

Der Temperierblock sichert eine gleich bleibende und Uber die Zellkammern gleiche

Temperatur.

Nach einer Einlaufperiode (Phase I) dient die Phase II zur Ermittlung des Wirkstoffein-
flusses auf den Zellstoffwechsei bei Kérpertemperatur. Bei Phase III wurde der Hitze-

stress wurde durch Temperaturerhéhung auf 39,3-41,3 °C erzeugt.

Nach prophylaktischer Gabe von Ganoderma pfeifferi ist die Stoffwechselaktivitdt auch
in der Stressphase um 10 % gegeniiber der Kontrolle erhéht. Auch in Kombinationen
von G. pfeifferi mit Artemisia annua (nach Entfernung des Arteminisins) ist dieser

stressmindernde Effekt nachweisbar (s. Beispiel E).
Beispiel D
Mineralstoffe

Die Biomasse von Mikroalgen-Stamme, ausgewdahlt aus den Gattungen Lyngbya, Ana-
baena, Synechocystis, Oscillatoria (Limnothrix und Planktothrix) und Nostoc kann in einer

handelsiblichen Mikroalgenkultur gewonnen werden

In einer solchen Kultur fallen die Wertstoffe als eine wassrige bis breiig flieBende Biomas-

se an.

Auch die im Beispiel ,Ganoderma" verwendeten pilzlichen Biomassen fallen bei einer Kul-
tivierung des Mycels als wéssrige bis breiig flieBenden Suspensionen an, die gegebenen-

falls durch Seperatoren konzentriert werden kénnen.
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Um aus solchen verdinnten Biomassesuspensionen eine lagerfahige Zubereitung herzu-
stellen, sind Mineralverbiinde zweckmaBig. Es ist erfinderisch, Mineralverbiinde auszu-
wahlen, die bei der Prifung in einem Prifverfahren nach Anspruch 1 eine Stoffwechsel-

stimulierung bewirkt haben.

Das ist beispielsweise bei mit Thiocyanat dotierten Mixed-Layer-Tonmineralen nach
PCT/EP 2008/055013 der Fall.

Eine Dotierung mit Thiocyanat steigert (iberraschenderweise den Zellstoffwechsel, wobei

das Optimum mit 10pumol/l erreicht wird.

Figur 7 zeigt den Glucoseverbrauch in % als Funktion der Thiocyanatkonzentration.

Fir die Uberfiihrung der aquatischen und pilzlichen Biomasse hat sich ein Tripel-Smectit-
Mineralverbund, der durch struktur- und substanzschonendes Vermahlen von aus fossi-
lem Diatomeenschlamm entstandenem Sedimentgestein mit Kalk und Bentonit bzw. mit
Thiocyanat dotierten Mixed-Layer-Tonmineralen nach PCT/EP 2008/055013 hergestellt
wird. Die Bedingungen miussen so gewahlt werden, dass die Montmorillonite ihre Adsorp-
tionskraft mdéglichst ganz oder zumindest teilweise erhalten. MaBgebend fiir die erfin-
dungsgemaBe Verwendung ist ein Anteil an Montmorilloniten mit teilweise amorpher
Struktur von 10 bis 20 %. Als besonders vorteilhaft hat sich ein Mineralverbund mit ei-
nem amorphen Anteil von SiO, von 60% und einem Montmorillonitanteil von etwa 16%

erwiesen.

Durch das struktur- und substanzschonende Vermalen entsteht ein Mineralverbund mit
besonders fester Bindung und es entstehen Aggregate mit einer besonders hohen Ad-

sorptionskraft und hohem Wasseraufnahmevermégen.

Zur Herstellung eines lagerstabilen Zwischenproduktes wird eine Suspension der Bio-
masse von einzelnen Mikroalgen oder von Mikroalgenkombinationen bzw. die Suspension
der pilzlichen Biomasse mit dem wie oben beschrieben hergesteliten Tripel-Smectit-
Mineralverbund versetzt, bis eine homogene noch feuchte Masse (Feuchtigkeitsgehalt <
15 %) entsteht. Durch das Mischsystem wird eine EiweiBstabilisierung erreicht. Durch die
Vermischung mit dem stark wasseraufnehmenden Tripel-Smectit-Mineralverbund kann
die Herstellung eines lagerstabilen Zwischenproduktes bei Temperaturen < 80 °C erfol-

gen, um wertvolle Inhaltsstoffe der Biomassen zu erhalten. In dieser Zubereitung befin-
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det sich Kieselsdure in feinstverteilter bioaktiver Form. Das hat eine groBe Adsorptions-

flache zur Folge.

Durch die erfindungsgemaBe Zubereitung wird unter besonders schonenden Bedingungen
aus als verdiinnte Suspension anfallenden Mikroalgen und/oder pilzlicher Biomasse eine

lagerfahige Formulierung hergestellt.

Die Mischung aus Tripel-Smectit-Mineralverbund und Ganoderma pfeifferi kann mit einer
Suspension der Biomasse von einzelnen Mikroalgen oder von Mikroalgenkombinationen

versetzt und weiter verarbeitet werden.

In einer anderen Ausfuhrungsform wird die Algenbiomasse zuerst mit der Biomasse von
Ganoderma pfeifferi homogenisiert und dann mit dem Tripel-Smectit-Mineralverbund

vermischt.

Die in diesen Zubereitungen enthaltene Kieselsdure in feinstverteilter Form begunstigt die

Aufnahme von bioaktivem Silizium.
Beispiel E
Suche nach synergistischen Kombinationen aus pflanzlichen Biomassen

Die Biomasse aus arzneistoffliefernden Pflanzen enthalt nach Abtrennung der als Arznei-
mittel verwendeten Inhaltstoffe Kohlenhydrate, Lipide und EinweiBe, die als Futtermittel
genutzt werden konnen. Durch die Verwendung der in groBen Mengen anfallenden Rest-

stoffe wird ein besonderer 6konomischer Vorteil erzieit.

Beispielsweise fallen bei der pharmazeutischen Produktion von Artemisinin- Praparaten
nach Abtrennung der Peroxide groBe Mengen der restlichen Biomasse von Artemisia an-

nua als Zwischenprodukt an.

Inhaltsstoffe von Artemisia annua beeinflussen als Einzelstoff aber den Zellstoffwechsel

von Eukaryonten eher negativ.

Figur 8 zeigt den Glucoseverbrauch in % als Funktion der Zeit nach der Wirkstoffzumi-

schung.

Die in Artemisia annua enthaltenen Gewlirz- und Bitterstoffe wirken in niedrigen Kon-

zentrationen appetitanregend und verdauungsférdernd, in héheren Mengen werden sie
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von den Fischen nicht toleriert. Die aus Riickstanden der Arzneimittelproduktion stam-
mende pflanzliche Biomasse muss daher mit anderen Biomassen kombiniert werden. Das
Prifverfahren nach Anspruch 1 unterstiitzt dabei das Auswahlverfahren. Es werden Bio-
massen ausgewahlt, die den Stoffwechsel bei einer Prifung nach Anspruch 1 stimulieren.
Das konnen aquatische Biomassen (s. Beispiel aquatische Biomassen), pilzliche Biomas-
sen (s. Beispiel Ganoderma) und/oder mineralische Naturstoffe (siehe Beispiel Minerali-

sche Naturstoffe) sein.

Von besonderem Vorteil ist es Biomassen auszuwadhlen, die Stoffwechselstimulierung und
antimikrobielle Wirkung gegen fischpathogene Keime vereinigen (s. Beispiele aquatische

Biomassen und Ganoderma).

Aus dem Fruchtkoérper und dem Myce! von Ganoderma-Arten stammende Wirkstoffe er-
ganzen die Wirkung der Inhaltstoffe von Artemisia annua als Radikalfanger, Zusatze zum
Fischfutter auf der Basis von Ganoderma pfeifferi, die gegen fischpathogene Bakterien

wirksam sind und gleichzeitig den Zellstoffwechsel stimulieren, sind bisher nicht bekannt.

Vollig Uberraschend hat sich bei der Untersuchung mit einem Prifverfahren nach An-
spruch 1 gezeigt, dass die Ublicherweise in Nahrungsergdnzungsmitteln eingesetzte Art
Ganoderma lucidum sogar zu einer Verminderung des Glucoseverbrauchs und bei Stress
zu einem vorzeitigen Absterben der Zellen fihrt. In Mischungen mit A. annua wird die

Hemmung des Stoffwechsels durch A. annua durch G. lucidum noch verstarkt.

Das Priifverfahren nach Anspruch 1 kann also dazu genutzt werden, aus Vertretern einer
Gattung - hier im Beispiel der Gattung Ganoderma - die am besten geeignete Art auszu-

suchen.

Figur 9 zeigt den Glucoseverbrauch in % als Funktion der Zeit nach der Wirkstoffzumi-

schung.

Uberraschenderweise wurde gezeigt, dass bei der Kombination mit Artemisia annua
(nach Entfernung des Arteminisins) mit Ganoderma pfeifferi ein synergistischer Effekt

eintritt.

Es wird eine noch stédrker stoffwechselférdende Wirkung als bei G. pfeifferi allein beo-

bachtet. Das vorzeitige Absterben bei Stress wird verzégert.



WO 2011/000572 46 PCT/EP2010/004002

Figur 10 zeigt den Glucoseverbrauch in % als Funktion der Zeit nach der Wirkstoffzumi-

schung.

Dieser Effekt wird auch erreicht, wenn die Biomasse von Ganoderma pfeifferi mit wassri-
gen Extrakten von Artemisia annua (gewonnen nach Entfernung des Arteminisins) kom-

biniert wird.

Figuren 11 zeigt den Glucoseverbrauch in % als Funktion der Zeit nach der Wirkstoffzu-

mischung.

Auf Grund dieser mit einem Prifverfahren nach Anspruch 1 erzielten Ergebnisse ist es
erfinderisch Biomassen von Ganoderma pfeifferi mit Rickstdnden von arzneistoffliefern-

den Pflanzen, die nach Entfernung des Arzneistoffes anfallen, zu kombinieren.

Ein ebenfalls véllig Uiberraschendes Ergebnis der Prifung mit dem Verfahren nach An-
spruch 1 ist, dass mit der Kombination aus A. annua und G. pfeifferi eine stressmindern-
de Wirkung erreicht wird. Diese stressmindernde Wirkung wurde an einem Hitzestress-
modell nachgewiesen. Mit Stress - wie zum Beispiel Hitze - umzugehen, ist fir alle Lebe-
wesen eine groBe Herausforderung. Die Hitzeschock-Antwort ist daher ein evolutionar
sehr alter und hochkonservierter Prozess, der in allen Lebewesen vorkommt. Die Expres-
sion von Hitzeschockprotein und die Aktivierung von Hitzeschockfaktor sind Teil der Re-
sistenzentwicklung von Zellen gegen die Einwirkung &uBerer Stressfaktoren, die Uber

Hitze weit hinaus Bedeutung haben.

Zum Nachweis einer Wirksamkeit beim experimentellen Hitzeschock wurde die Methodik

nach Anspruch 1 variiert.

Der Temperierblock sichert eine gleich bleibende und iiber die Zellkammern gleiche

Temperatur.

Nach einer Einlaufperiode (Phase 1) dient die Phase II zur Ermittlung des Wirkstoffein-
flusses auf den Zelistoffwechsel bei Kérpertemperatur. Bei Phase III wurde der Hitze-

stress wurde durch Temperaturerhéhung auf 39,3-41,3 °C erzeugt.

In Figur 12 ist der Glukoseverbrauch dargestellt:

Gruppe 1: "100 % A.annua.", 2 %
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Gruppe 2: "75 % A.annua : 25 % G.pfeifferi." = 2,0 %
Gruppe 3: "50 % A.annua. : 50 % G.pfeifferi.”

2,0 %

Gruppe 4: "25 % A.annua. : 75 % G.pfeifferi.” 2,0 %.

Gruppe 5: "100 % G.pfeifferi." = 2,0 %
Gruppe 6: -, Kontrollgruppe ohne Wirkstoff

Nur bei der Gruppe 4 "25 % A.annua. : 75 % G.pfeifferi." und bei G. pfeifferi allein wurde
eine Stressminderung beobachtet. Das ist besonders lUberraschend, weil A. annua allein

auch bei dieser Versuchsanordnung einen eher negativen Effekt hat.

In dieser Kombination wird zusatzlich die Wirksamkeit von G. pfeifferi gegen fischpatho-

gene Keime genutzt (s. Beispiel Ganoderma)
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Patentanspriiche
1. Verfahren zum Nachweis von biologischen Langzeiteffekten in Zellen, bei dem
a) in einer Durchflusskultur der zu untersuchenden Zellen die Durchflussbedingungen

so einstellt werden, dass Uber einen gewlinschten Zeitraum die Stoffwechselaktivitat der
Zellen praktisch unter in-vivo-&hnlichen Bedingungen ablauft, so dass ein Quotient aus
Laktatentstehung und Glukoseverbrauch von 0,3 bis 1,5 erreicht wird, und der pH-Wert
durch ein Puffersystem und eine meBwertgesteuerte Begasung im Bereich von 7,4 bis
7,75 konstant gehalten wird,

b) die Zellen in der Durchflusskultur Gber einen gewiinschten Zeitraum der Einwir-
kung mindestens eines Reizes aussetzt werden und der Einfluss des Reizes auf mindes-
tens ein Indikator-Stoffwechselprodukt der Zellen und/oder auf den Nahrstoffverbrauch
der Zellen bestimmt wird,

c) bei einem in hoher Konzentration gebildeten Indikator-Stoffwechselprodukt die
Durchflussbedingungen so einstellt werden, dass die in-vivo-dhnlichen Bedingungen mit
einem Quotienten aus Laktatentstehung und Glukoseverbrauch von 0,3 bis 1,5 weitest-
gehend beibehalten werden, oder

bei einem in geringer Konzentration gebildeten Indikator-Stoffwechselprodukt die Durch-
flussbedingungen so einstellt werden, dass das Indikator-Stoffwechselprodukt unter wei-
testgehender Beibehaltung der in-vivo-&hnlichen-Bedingungen mit einem Quotienten aus
Laktatentstehung und Glukoseverbrauch von 0,3 bis 1,5 auf eine messbare Konzentration
angereichert wird,

und

d) das Konzentrationsprofil des gebildeten Indikator-Stoffwechselprodukts und/oder
der Nahrstoffverbrauch liber einen geeigneten Zeitraum zum Nachweis eines biologischen

Langzeiteffekts des Reizes bestimmt wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei eukaryotische Zellen verwendet werden.

3. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei in Stufe a) ein Quotient

aus Laktatentstehung und Glukoseverbrauch von 0,5 bis 1,0 erreicht wird.

4, Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei in Stufe a) eine Aus-
schittung von ansduernden oder alkalisierenden Stoffwechselprodukten durch die Zelle
durch eine sensorgesteuerte Titration in einem Bypass erfasst wird, um in dem gepuffer-

ten System eine Gegenregulation einzuleiten, bevor die Pufferkapazitat Gberschritten ist.
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5. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriche, wobei die Einstellung der
Durchflussbedingungen die Steuerung der Zufuhr von frischem Nahrmedium mit einer
geeigneten Konzentration an Nahrstoffen und geléstem Sauerstoff und der AbflUhrung

von verbrauchtem Nahrmedium umfasst.

6. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei in Stufe a) die Stoff-
wechselaktivitat der Zellen regelmaBig in geeignheten Intervallen, quasikontinuierlich oder

kontinuierlich bestimmt wird.

7. Verfahren nach Anspruch 6, wobei zur Bestimmung der Stoffwechselaktivitét der
Zellen ein Parameter gemessen wird, der aus der aus dem folgenden bestehenden Grup-
pe ausgewdahlt ist: Nahrstoffverbrauch, Sauerstoffverbrauch,  Metabolitenbildung, pH-
Wert und/oder Pufferkapazitat des Néhrmediums.

8. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei in Stufe b) die Zellen
der Einwirkung eines physikalischen, biologischen oder chemischen Reizes ausgesetzt

werden.

9. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der physikalische Reiz durch Temperaturein-
wirkung oder Bestrahlung mit Teilchen oder elektromagnetischer Wellen geeigneter Ener-

gie erzeugt wird.

10. Verfahren nach Anspruch 8, wobei der biologische Reiz durch Viren oder deren
Bestandteile oder durch Bakterien- oder Mykotoxine erzeugt wird.

11, Verfahren nach Anspruch 8, wobei der chemische Reiz durch toxische, biologisch

aktive, pharmazeutisch oder kosmetisch wirksame Stoffe erzeugt wird.

12. Verfahren nach Anspruch 9 oder 11, wobei der physikalische oder chemische Reiz

auf der Bildung von freien Radikalen beruht.

13. Verfahren nach Anspruch 8, wobei in Stufe b) die Zellen der Einwirkung von min-
destens zwei Reizen ausgesetzt werden, die zeitlich aufeinander folgend oder gleichzeitig

erfolgt.

14. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspriiche, wobei in Stufe b) die Zellen
zuerst Uber einen geeigneten Zeitraum der Einwirkung eines zu priifenden prophylaktisch

wirkenden Stoffes und dann {ber einen geeigneten Zeitraum der Einwirkung eines Reizes
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ausgesetzt werden, um die prophylaktische Wirkung und die Langzeitwirkung von Anti-

Aging-Mitteln zu testen.

15. Verfahren nach Anspruch 14, wobei der Reiz durch einen Radikalbildner erzeugt

wird.

16. Verfahren nach Anspruch 1, wobei:

a) die Stoffwechselparameter kontinuierlich berwacht und ausgewertet werden und
entweder A

b) zur manuellen Steuerung des Systems verwendet werden oder

c) zur Steuerung systemintegrierter, haibautomatischer oder automatischer Regel-

kreise dienen oder

d) zur vollautomatischen Steuerung des Systems genutzt werden und/oder

e) die gewonnenen Daten und Bedingungen zwecks Reproduktion im System oder
extern gespeichert werden und bei Bedarf abgerufen werden kénnen und/oder

f) das System dabei durch eine gegebenenfalls lernfahige Software gesteuert wird.

17. Verfahren nach Anspruch 16, wobei die vollautomatische Steuerung elektronisch

oder prozessorgestutzt erfolgt.

18. Vorrichtung zur Durchfiihrung eines Verfahrens nach Anspruch 1, aufweisend:
a) eine temperierbare Durchflusszelle mit
b) einem Zulauf fir frisches Nahrmedium und einem Ablauf fiir verbrauchtes Nahr-

medium und Zellstoffwechselprodukte sowie einem oder mehreren Zuldufen fiir Reagen-
zien und/oder Wirkstoffe und/oder Substrate und/oder andere Medien,

c) Pumpen, Anschliisse und Ventile, die es gestatten, den Durchfluss des Nahrmedi-
ums zu steuern und vollstandig, partiell oder nicht in einem Kreislauf zu fihren,

d) Durchflusszellen und Titrationssysteme mit Sensoren zur Bestimmung prozessre-
levanter MessgréoBBen am Eingang und/oder Ausgang des Systems,

e) gegebenenfalls weitere Sensoren in der direkten Zellumgebung,

f) eine Steuer- und Regelungseinrichtung zur kontinuierlichen Anderung der Durch-
flussbedingungen, ausgehend von einer stationaren Kultur der Zellen zu einer Durch-
flusskultur, wobei die zentrale RegelgréBe der von der biologischen Reaktion abhédngige
Fluss in die Durchflusszelle ist und die Regelung wahlweise manuell und/oder automa-
tisch und/oder programmgesteuert erfolgt,

g) eine Steuer- und Regelungseinrichtung, die die Zufuhr von Reagenzien, Wirkstof-

fen und Substraten und die FlieBrate in aufeinander abgestimmten Verhaltnissen regelt,
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wobei die Regelung wahlweise manuell und/oder automatisch und/oder programmge-

steuert erfolgt.

19. Funktionale Nutritiva, die unter Naturstoffen ausgewahlt werden, die den Stoff-

wechsel von eukaryotischen Zellen in einem Verfahren nach Anspruch 1 férdern.

20. Funktionale Nutritiva nach Anspruch 19, wobei die optimale Zusammensetzung
der Naturstoffe durch den Nachweis synergistischer Effekte durch ein Verfahren nach
Anspruch 1 ermittelt wird.

21. Funktionale Nutritiva nach Anspruch 19, wobei die Naturstoffe in einem Verfahren

nach Anspruch 1 Stressreize vermindern.

22. Funktionale Nutritiva nach einem der Anspriiche 19 bis 21, wobei die Naturstoffe

unter pflanzlichen, pilzlichen oder aquatischen Biomassen ausgewéahlt werden.

23. Funktionale Nutritiva nach einem der Anspriiche 19 bis 22, wobei die Naturstoffe

eine Kombination sind von:

a) Biomassen aquatischer Organismen mit einem hohen Anteil an Omega-3- und

Omega-6-Fettsauren mit stoffwechselaktivierender Wirkung,

b) bisher unbekannten zyklischen Peptiden nach Formelbild 1
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als Reinsubstanz oder enthalten in Biomassen von Mikroalgen oder im Metha-
nol/Wasserextrakt aus den genannten Biomassen oder in einer nach Aufreinigung
des Methanol/Wasserextraktes liber Zellulose angereicherten Fraktion und/oder

<) pilzlichen Biomassen oder Pilzextrakte mit Wirksamkeit gegen fischpathogene

Keime und/oder immun- und stoffwechselstimmulierender Wirkung und/oder

d) Biomassen aus arzneistoffliefernden Pflanzen nach Abtrennung der als Arzneimittel

verwendeten Inhaltstoffe sowie gegebenenfalls

e) einem Tripel-Smectit-Mineralverbund sowie gegebenenfalls weiteren Wirk- und
Zusatzstoffen,
24. Funktionale Nutritiva nach Anspruch 23, wobei die Biomassen aquatischer Orga-

nismen mit einem hohen Anteil an Omega-3- und Omega-6-Fettsduren stressmindernd

wirken.

25. Funktionale Nutritiva nach Anspruch 23, wobei die pilzlichen Extrakte oder Bio-
massen von Ganoderma pfeifferi stammen und Wirksamkeit gegen fischpathogene Keime

aufweisen.
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Feld Nr. . Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

GeméB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grinden fur bestimmte Anspriiche kein internationaler Recherchenbericht erstellt:

1. l:l Anspriiche Nr.
weil sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche diese Behérde nicht verpflichtet ist, ndmlich

2. D Anspriiche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entspre—
chen, dass eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihnt werden kann, namlich

3. D Anspriiche Nr.
weil es sich dabei um abhéngige Anspriiche handeit, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefasst sind.

Feld Nr. Il Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1)

Diese Internationale Recherchenbehérde hat festgestellt, dass diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthélt:

siehe Zusatzblatt

—_

Da der Anmelder alle erforderiichen zusatzlichen Recherchengebiihren rechtzéitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspriiche.

D Da fiir alle recherchierbaren Anspriiche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefihrt werden konnte, der
zusitzliche Recherchengebihr gerechtfertigt hitte, hat die Behérde nicht zur Zahlung solcher Gebihren aufgefordert.

N

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusétzlichen Recherchengebilhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich
dieser internationaie Recherchenbericht nur auf die Anspriiche, fur die Gebtihren entrichtet worden sind, namlich auf die
Anspriiche Nr.

4. I::l Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebihren nicht rechtzeitig entrichtet. Dieser internationale
Recherchenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwéhnte Erfindung; diese ist in folgenden
Ansprichen erfasst:

Bemerkungen hinsichtlich Der Anmelder hat die zusatzlichen Recherchengebiihren unter Widerspruch entrichtet und die
eines Widerspruchs gegebenentfalls erforderliche Widerspruchsgebuhr gezahlt.

Die zuséatzlichen Recherchengebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahit,
jedoch wurde die entsprechende Widerspruchsgebiihr nicht innerhalb der in der
Aufforderung angegebenen Frist entrichtet.

I-X__] Die Zahlung der zuséatzlichen Recherchengebiihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (2)) (April 2005)
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WEITERE ANGABEN

PCTISA/ 210

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestellt, dass diese
internationale Anmeldung mehrere (Gruppen von) Erfindungen enthilt,

namlich:

1. Ansp

riiche: 1-18

Verfahren zum Nachweis von biologischen Langzeiteffekten in
Zellen, umfassend eine Durchflusskulturmethode der zu
untersuchenden Zellen und Vorrichtung zur Durchfiihrung des

Verfahrens.

2. Anspriiche: 19-22(teilweise)

Funktionale Nutritiva, die unter pflanzlichen Naturstoffen
ausgewah1t werden, die den Stoffwechsel von eukaryotischen

Zellen fordern.

3. Anspriiche: 19-22(teilweise)

Funktionale Nutritiva, die unter pilzlichen Naturstoffen
ausgewah1t werden, die den Stoffwechsel von eukaryotischen

Zellen fordern.

4. Anspriche: 23-25(vollstandig); 19-22(teilweise)

Funktionale Nutritiva, die unter aquatischen Naturstoffen
ausgewahlt werden, die den Stoffwechsel von eukaryotischen

Zellen fordern.
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