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Kultivierung der Insektenzelllinie Sf9

Einleitung

Insektenzellen sind im Gegensatz zu pro-
karyotischen Zellen in der Lage, eukaryotische
Proteine in der gewiinschten Weise (post-
translationale Modifi kation, Proteinfaltung)
zu produzieren. In der Biotechnologie wird
fiir diese Zwecke haufi g die Zelllinie Sf9
(Spodoptera frugiperda - Ovarialzellen) ein-
gesetzt. Durch Verwendung des Baculovirus-
Expressionssystems kdnnen mit Sf9-Zellen
eine Vielzahl rekombinanter Proteine herge-
stellt werden. Die Zelllinie kann in Suspension
oder adhdrent als Monolayer kultiviert werden.

1. Equipment

- BIOSTAT® Aplus 2 L, CC-System

- Clean bench

- Mikroskop

- Zahlkammer oder Zell-Counter

- Thermoschiittler (z. B. Certomat, Sartorius)

- 1 L Animpfkolben

- 2 L Schottflasche mit Edelstahlkopfstlick
und Sterilfilter

- STT-Kupplungen

- Sterilfilter 0.2 um (z. B. Midisart® 2000)

- Sf9 Zellen (ATCC No. CRL-1711)

2. Vorbereitung

a) Zeitplan

1.Tag: Sterilisation des Equipments
(Animpfkolben, Schottflaschen...)
Vorbereitung & Inokulation Vorkultur
Reinigung, Vorbereitung &
Sterilisation Kulturgefal3
Kalibrierung der pO,-Sonde &t
Animpfen des Fermenters,

wenn Startzellzahl in der Vorkultur
erreicht wird.

2. Tag:
2. Tag:

3.Tag:

b) Fermenter

- Reinigung des KulturgefaBes
mit 1% (w | v) NaOH

- Kalibrierung und Installation der
pH-Elektrode

- Reinigung des KulturgefaBes
mit dest. Wasser

- Befiillen des KulturgefaBes mit dest. H,0,
so dass die Sonden bedeckt sind

- Anbindung der peripheren Ausriistung
(Schlduche, Filter, Probenahmesystem,
STT-Kupplungen usw.)

- Sterilisation des KulturgefdBes im
Autoklaven nach Benutzerhandbuch

- Steriler Medientransfer von der
Vorlageflasche in das Kulturgefa3

- Kalibrierung der p0,-Sonde bei
Kultivierungsbedingungen

¢) Medium

Fiir die Kultivierung von Sf 9-Zellen wird die
Verwendung von Grace-Medium empfohlen.
Das TNM-FH-Medium ist ein gebrauchsferti-
ges Grace-Medium, welches bereits Spuren-
elemente, Lactalbuminhydrolysat, Yeastolate
und 10% hitzeinaktiviertes fotales Kalber-
serum (FKS) enthalt. Es werden 2 L des sterilen
1x TNM-FH mittels hydrostatischen Druck
von der 2 L Schottflasche liber STT-Kupplun-
gen in den sterilen Fermenter transferiert.

Beachte

Nach der Sterilisation des KulturgefaBes
sollten alle Arbeiten am GefaB in steriler
Umgebung durchgefiihrt werden.
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d) Inokulum

Fiir das Inokulum werden 200 mL steriles

1x TNM-FH in einen 1000 mL-Animpfkolben
tiberfiihrt. Der Kolben wird mit Sf-9-Zellen
aus einer Krykultur o. 4. angeimpft und

bei 28°C und 90 rpm im Thermoschiittler
inkubiert. Zur Inokulation des Fermenters
sollte eine Startzellzahl von 2 x 105 Zellen
verwendet werden.

e) Kultivierungsbedingen
Kulturvolumen: 2L

Begasung: 0,05-0,1 vwvm
Riihrerdrehzahl: 50-200 rpm
Temperatur: 28°C

pO,: 60%, geregelt
pH-Wert: 6,3

3. Analytik

Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Die Trypanblau-Methode basiert auf der
Eigenschaft lebender Zellen bestimmte Farb-
stoffe nicht in das Zellinnere aufzunehmen,
wahrend tote Zellen sich mit dem Farbstoff
anfarben lassen und unter dem Mikroskop
blau leuchten.

Fiir die Zellzdhlung und Vitalitdtsbestimmung
werden 10ul Trypanblau und 10ul Zellsuspen-
sion gemischt. AnschlieBend werden 10 ul auf
eine Zahlkammer (Neubauer, Thoma) aufge-
tragen und bei ca. 100 x VergréBerung
mikroskopisch ausgezéhlt.

Lebendzellzahl = ungefarbte Zellen x KSF x VF

Mit:  KSF = Kammerspezifischer Faktor
VF = Verdiinnungsfaktor

Vitalitatsbestimmung:

ungefarbte Zellen

Vitalitat = x 100%

ungefarbte Zellen+
gefarbte Zellen

Alternativ kann die Zellzdhlung auch mit
einem ,Cell-Counter” durchgefiihrt werden.
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