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Zusammenfassung 

Die Kultivierung humaner induzierter pluripotenter Stammzellen (hiPSCs) für In-vitro-Testsysteme er-
fordert eine präzise Prozessführung, da Schwankungen bei Nährstoffen, Temperatur und mechani-
schen Einflüssen die Zellqualität stark beeinflussen. Im miniaturisierten Maßstab führen manuelle Ein-
griffe, diskontinuierliche Analytik und fehlende Online-Überwachung zu hoher Chargenvariabilität. In 
dieser Arbeit soll die biologischen Hintergründe und Anforderungen für ein integriertes Konzept zur Sen-
sorisierung, Prozessüberwachung und teilweisen Automatisierung von Mini‑Bioreaktoren für die 
hiPSC‑Kultivierung dargestellt und Ansätze zur Umsetzung vorgestellt werden. 
Im Fokus stehen die perfusionsbasierte Kultivierung von hiPSC-Sphäroiden, die Erfassung metaboli-
scher und physikalischer Prozessparameter sowie eine automatisierte morphologische Qualitätsbewer-
tung durch bildbasierte Analytik und Machine-Learning-Methoden. Erste Ergebnisse zeigen, dass ein 
manuell durchgeführte Medienwechsel zur Simulation einer Perfusion stabilere Kulturbedingungen er-
möglichen und die metabolische Prozessführung verbessern. Gleichzeitig beeinflussen geringfügige 
Änderungen am System das Zellverhalten, weshalb zellbiologische Experimente frühzeitig in den Im-
plementierungsprozess integriert werden sollten. 
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Biologischer Hintergrund 
Humane induzierte pluripotente Stammzellen 
haben sich seit ihrer Entdeckung [1] in den letz-
ten Jahren als zentrale Modellplattform für Dise-
ase Modeling, Wirkstoffscreenings und regene-
rative Medizin etabliert [2]. Ihr großes Potenzial, 
z.B. In-vitro-Zellmodelle für Herzmuskelgewebe 
künstlich im Labor zu züchten [3], geht jedoch 
mit hohen Anforderungen an die Prozessfüh-
rung einher: Geringfügige Abweichungen bei 
Nährstoffverfügbarkeit, pH-Wert, Temperatur 
oder mechanischer Belastung können Wachs-
tum, Viabilität und Pluripotenz maßgeblich be-
einflussen. In der klassischen 2D-Kultur werden 
diese Schwankungen meist durch einmal täg-
lich durchgeführte manuelle Mediumwechsel 
kompensiert, was jedoch zu abrupten Konzent-
rationsänderungen und einer eingeschränkten 
Prozesskontrolle führt. Miniaturisierte Bioreak-
torsysteme hingegen bieten die Möglichkeit, 
3D-Sphäroidkulturen unter definierten und 

skalierbaren Bedingungen zu etablieren sowie 
Zellen zu expandieren und zu differenzieren [4]. 
Der Medienwechsel erfolgt hier in vielen For-
schungslaboren noch immer analog zur 2D-Kul-
tur über manuelle Wechsel. Insbesondere die 
Perfusionskultur erlaubt perspektivisch einen 
kontinuierlichen Mediumswechsel und damit 
stabilere Kulturbedingungen, die einen direkten 
Effekt auf z.B. Proliferation oder Differenzierung 
der Zellen haben [5]. Eine Übersicht der exter-
nen Einflüsse auf hiPSCs ist in Abbildung 1 dar-
gestellt. Der volle Nutzen dieser Systeme wird 
jedoch erst durch geeignete Sensorik und auto-
matisierte Datenauswertung erschlossen [6]. 
Neben der klassischen Sensorik (z.B. biochemi-
sche Sensoren für Glukose) werden für Zellsys-
teme wie hiPSCs zunehmend Methoden der 
künstlichen Intelligenz übertragen bzw. ange-
wendet [7]. Hierfür werden insbesondere quali-
tativ hochwertige und annotierte Datensätze be-
nötigt, um Modelle zu trainieren, die dann z.B. 
für die Klassifizierung von Zellzuständen 
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eingesetzt werden können. Die Modifikation be-
stehender Bioreaktorsysteme durch zusätzliche 
Funktionalitäten stellt dabei stets eine Heraus-
forderung dar. 
 

 

Abb. 1: Biologischer Hintergrund: Beeinflus-
sung des Schicksals der Stammzellen 
durch externe Stimuli, Kultivierungs-
bedingungen und Umgebungseigen-
schaften. Graphik erstellt mit Bioren-
der.com 

Vor diesem Hintergrund adressiert die vorlie-
gende Arbeit die Frage, wie Sensorisierung und 

datenbasierte Prozessüberwachung in Mini-Bi-
oreaktoren konkret umgesetzt und für die Kulti-
vierung von hiPSCs nutzbar gemacht werden 
können. 

Anforderungsprofil 
Das Anforderungsprofil (vereinfachte Darstel-
lung) eines (miniaturisierten) Bioreaktors adres-
siert zentrale biologische und prozesstechni-
sche Randbedingungen kultivierter Zellsys-
teme. Zur Minimierung schädlicher Scherkräfte 
werden rotierende Reaktionsgefäße mit inte-
grierten Strombrechern eingesetzt. Eine kon-
stante Kultivierungstemperatur von 37°C wird 
durch einen temperaturkontrollierten Inkubati-
onsraum in Kombination mit einer variablen 
Perfusionsrate sichergestellt. Die Stabilisierung 
des pH-Werts im Zellkulturmedium erfolgt über 
Puffersubstanzen und eine einstellbare CO₂-
Konzentration im Inkubationsraum sowie eine 
kontinuierliche Perfusion zum Abtransport me-
tabolischer Säuren wie Laktat. Für die Sterili-
sierbarkeit des Systems kommen biokompa-
tible, autoklavierbare Materialien zum Einsatz, 
die bevorzugt additiv gefertigt werden. 

Implementierung 

Miniaturisierter Bioreaktor und Perfusion 

Als Kultivierungssystem wurde ein miniaturisier-
ter Suspensionsbioreaktor (Basis: OMNI-Life 
Science GmbH & Co.KG, Bremen; CERO-Bio-
reaktorsystem) eingesetzt, der Reaktorgefäße 
mit einem Arbeitsvolumen von bis zu 50 ml auf-
nimmt. Diese Bioreaktoren ermöglichen sowohl 
die Skalierung von Prozessen als auch das 
Screening verschiedener Bedingungen durch 
parallele Nutzung.  
 

 

Abb. 2: Aufbau des modifizierten Bioreaktor-
Systems mitsamt Fluidik unter einer 
Sterilbank. 

Zur Realisierung einer kontinuierlichen Perfu-
sion wurde das Bioreaktorsystem durch einen 
3D-gedruckten Deckel sowie modulare Flui-
dik-Einsätze erweitert. Die Einsätze erlauben 
es, Zu- und Abflüsse des Kulturmediums 
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voneinander zu trennen und sind zudem so ge-
staltet, dass sie mit zusätzlichen Sensoren aus-
gestattet werden können (siehe Abbildung 2). 

Zellkultur, Prozessführung und Sterilität 

Die Stammzellen (hiPSCs-Linie UKKi011-A,  
ebisc.org/UKKi011-A) wurden für die Experi-
mente entweder als 2D-Monolayer oder als 
Sphäroide in mTeSR1-Medium (STEMCELL 
Technologies, Vancouver) kultiviert (siehe 
hierzu auch [4]). Für die Sphäroidkultur wurden 
Einzelzellen mit definierten Inokulationsdichten 
in den Bioreaktor eingebracht. Die Kultivierung 
erfolgte unter kontinuierlicher Rotation, initialer 
Zugabe von Apoptose-Inhibitoren (ROCKInhi-
bitor) und anschließend entweder mit diskonti-
nuierlichem mehrfachem Mediumwechsel oder 
perfusionsbasierter Prozessführung. Die Sterili-
tät der Komponenten wurde durch sterile Ver-
brauchsmaterialien, eine nachträgliche Sterili-
sation durch Autoklavieren oder Ethanolbe-
handlung sichergestellt. Darüber hinaus wurde 
der modifizierte Bioreaktor in einer Sicherheits-
werkbank aufgebaut, um das Risiko einer Kon-
tamination während der Kultivierung zu mini-
mieren. Die Implementierung eines Perfusion-
systems erfolgte über Peristaltikpumpen (Mas-
terflex Ismatec, Gelsenkirchen) mit definierten 
Flussraten im Bereich von ≤ 0,2 ml pro min. Das 
Kulturmedium wurde aufgrund der Wachstums-
faktoren in einem Metallblock gekühlt (KK4TBE 
Kühlgerät, Labortechnik Medingen, Arnsdorf). 
Schlauchmaterialien und Innendurchmesser 
wurden hinsichtlich Autoklavierbarkeit, Totvolu-
men und Langzeitstabilität systematisch evalu-
iert. 

Prozessüberwachung und Analytik 

Die Prozesscharakterisierung umfasste Tem-
peraturmessungen zur Bestimmung der Wär-
meübertragung im modifizierten Bioreaktor so-
wie zur Abschätzung maximal zulässiger Perfu-
sionsraten. Die metabolische Analytik (Glukose, 
Laktat) erfolgte mittels Offline-Referenzmes-
sungen sowie einer explorativen morphologi-
schen Analyse von Sphäroiden (Größe, Rund-
heit, Kompaktheit) durch automatisierte Bild-
auswertung. Die Pluripotenzbewertung erfolgte 
durch qPCR, Durchflusszytometrie sowie er-
gänzend durch Lebendzellfärbungen. Ebenso 
wurden bildbasierte Datensätze für das Training 
von Machine-Learning-Modellen (CNNs) er-
zeugt, um morphologische Merkmale automati-
siert mit dem Pluripotenzstatus zu korrelieren. 

Ergebnisse und Diskussion 

Charakterisierung des perfusionsfähigen Mini-
Bioreaktors 

Das modifizierte Bioreaktorsystem besitzt einen 
3D-gedruckten Deckel, der die fluidischen Kom-
ponenten mit den vier Bioreaktorgefäßen ver-
bindet. Um eine sterile Prozessführung zu ge-
währleisten und das Kontaminationsrisiko zu 
minimieren, befindet sich der gesamte Perfusi-
onsaufbau in einer Sterilbank unter laminarer 
Luftströmung. Durch die Modifikation des Sys-
tems zeigte sich anhand der Zellzahlen, dass 
die Reproduzierbarkeit zwar mit dem Referenz-
system vergleichbar ist, jedoch insgesamt eine 
reduzierte Zellzahl erzielt wird (siehe Abbildung 
3). Temperaturmessungen zeigten, dass bei 
geeigneten Flussraten eine konstante Kultur-
temperatur (> 36 °C) aufrechterhalten werden 
kann, obwohl das zugeführte Medium gekühlt 
gelagert wird. Die Durchmischung im Reaktor-
gefäß entsprach bei Rotation weitgehend dem 
theoretisch erwarteten Verhalten, während 
ohne Rotation Hinweise auf einen fluidischen 
Kurzschluss beobachtet wurden. 
Die Anpassung des Mini-Bioreaktors ermög-
lichte in einigen Durchläufen eine stabile Perfu-
sionskultur über mehrere Tage. In anderen 
Fällen traten jedoch Schwierigkeiten bei der 
gleichmäßigen Zufuhr und Abfuhr des Medi-
ums auf, die in der Konsequenz ein Redesign 
von manchen Komponenten erfordert. 
 

 

Abb. 3: Veränderung der Zellzahl dargestellt 
als Vervielfachung gegenüber 24 h 
mit (n=3) und ohne (n=4) fluidischem 
Einsatz. Es sind Mittelwert und Stan-
dardabweichung dargestellt. 

Analyse von Metaboliten und Morphologie 

Sowohl in 2D- als auch in 3D-Kulturen zeigte 
sich, dass ein kontinuierlicher bzw. häufigerer 
Mediumwechsel (manuell) zu einem erhöhten 
kumulierten Glukoseverbrauch und einer stabi-
leren Laktatentwicklung führt. In 3D-Sphäroid-
kulturen kam es ohne regelmäßigen Medium-
wechsel zu einem frühzeitigen Abfall der 
Wachstumsrate und teilweise zu negativen 
Wachstumsraten, insbesondere bei hohen In-
okulationsdichten. Diese Effekte konnten durch 
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einen mehrfach durchgeführten manuellen Me-
dienwechsel deutlich abgeschwächt werden. 
Abbildung 4 zeigt exemplarisch die Korrelation 
von Zellzahlentwicklung, Glukosekonzentration 
mit und ohne Medienwechsel.  
Die Offline-Analyse der Glukose- und Laktatver-
läufe zeigte dabei eine Korrelation mit der Zell-
zahl, insbesondere bei höheren Inokulations-
dichten. Allerdings war die Vorhersagekraft ein-
zelner Metaboliten für z.B. einen Softsensor li-
mitiert, was auf die Notwendigkeit multivariater 
Modelle hinweist. Erfolgt kein Medienwechsel, 
stagniert die Zellzahl bereits nach 48 h. 
Die morphologische Analyse ergab, dass pluri-
potente Sphäroide eine hohe Rundheit, homo-
gene Textur und begrenzte Größenverteilung 
aufweisen. Differenzierte oder gestresste Kultu-
ren zeigten hingegen unregelmäßige Formen 
und erhöhte Variabilität. Machine-Learning-Mo-
delle konnten diese Unterschiede in ersten An-
sätzen zuverlässig klassifizieren und zeigten 
eine gute Übereinstimmung mit etablierten bio-
logischen Endpunktanalysen. 

 

Abb. 4: Expansion in Suspensionsbioreakto-
ren von hiPSC bei Inokulation von 
750.000 Zellen/ml und Verlauf der 
Glukosekonzentrationen mit und ohne 
Medienwechsel. 

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass miniaturi-
sierte Bioreaktoren ein hohes Potenzial für die 
standardisierte hiPSC-Kultivierung besitzen, 
dieses jedoch maßgeblich von der verfügbaren 
Prozessüberwachung abhängt. Die Perfusions-
kultur reduziert diskontinuierliche Schwankun-
gen, ersetzt jedoch keine aktive Prozesskon-
trolle. Metabolische Parameter wie Glukose und 

Laktat eignen sich als globale Indikatoren des 
Kulturzustands, sind aber allein nicht ausrei-
chend, um komplexe Qualitätsmerkmale wie 
Pluripotenz zuverlässig abzubilden. Die Kombi-
nation aus metabolischer Analytik, physikali-
scher Sensorik und automatisierter Bildauswer-
tung stellt daher einen vielversprechenden An-
satz dar. Insbesondere KI-gestützte Methoden 
bieten die Möglichkeit, subtile morphologische 
Veränderungen frühzeitig zu erkennen und mit 
biologischen Qualitätskriterien zu verknüpfen. 
Es zeigt sich, dass eine solche multimodale 
Sensorisierung den Übergang von reaktiver zu 
prädiktiver Prozessführung ermöglichen kann.  

Ausblick 
Zukünftige Forschungs- und Entwicklungsar-
beiten werden die hier vorgestellten Ansätze 
und Erfahrungen in einem vollständig integrier-
ten System zusammenführen. Dazu zählen ro-
buste In-line- oder At-line-Messungen metabo-
lischer Parameter, die Echtzeit-Auswertung 
morphologischer Daten sowie deren Kopplung 
an automatisierte Regelungsstrategien, etwa 
zur dynamischen Anpassung der Perfusions-
rate. Langfristig kann so eine teil- bis vollauto-
matisierte Plattform entstehen, die eine repro-
duzierbare, skalierbare und regulatorisch an-
schlussfähige Kultivierung humaner Stammzel-
len im Miniaturmaßstab ermöglicht. 
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