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Infektionsmodelle

Beschreibung

Die Erfindung betrifft Mittel und Verfahren zur
Analyse und Diagnose von durch pathogene und/oder
parasitdre Mikroorganismen hervorgerufenen Infekti-
onen und/oder: Erkrankungen des menschlichen oder
tierischen Korpers, Mittel und Verfahren zur Analy-
se und Diagnose von entarteten menschlichen und
tierischen Zellen, Mittel und Verfahren zur Analyse
und Diagnose von gentechnisch ver&dnderten menschli-
chen und tierischen Zellen sowle Mittel und Verfah-
ren zur Untersuchung und Testung von Antiinfektiva
und Arzneimitteln gegen Tumore, insbesondere Cy-
tostatika, sowie dreidimensionale +tierische in
vitro-Organ~ und Gewebemodelle, insbesondere von
flir Infektionen anfidlligen Geweben, wie Darm, Haut,

Cornea, Trachea und Schleimhauten.

Makroorganismen, beispielsweise der Mensch, konnen
von einer Vielzahl von Mikroorganismen befallen
werden, zu denen sowohl prokaryontische Organismen,
wie Bakterien, als auch eukaryontische Organismen,
wie Pilze und Protozoen, sowie im weiteren Sinne
auch Viren zdhlen. Filir einen betroffenen Makroorga-
nismus kann dies zu sehr unterschiedlichen Konse-
quenzen fihren. Beispielsweise kann eine Infektion
durch Mikroorganismen zur Entstehung einer Infekti-
onskrankheit fiihren. Andere Mikroorganismen fithren
in oder auf dem Wirtsorganismus eine parasitische

Lebensweise, dass heift, sie leben auf Kosten ihres

PCT/EP01/06072
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Wirtsorganismus, ohne dass dieser Jjedoch ernsthaft
erkrankt. Andererseits ist von einigen Viren, ins-
besondere onkogenen Viren, bekannt, dass sie in vi-
vo menschliche oder tierische Zellen neopléstisch
5 transformieren kénnen, wobel einige mit der Entste-
hung entarteter Zellen und der Tumorpathogenese in

Verbindung gebracht werden.

Die Infektion eines menschlichen oder tierischen
Organismus durch einen Mikroorganismus umfasst meh-
10 rere Schritte, wie die Ubertragung des Mikfoorga—
nismus auf seinen Wirtsorganismus, das Haftenblei-
ben (Adh&sion) des Mikroorganismus an Zellen oder
Geweben des Wirtsorganismus, das Eindringen des
Mikroorganismus (Invasion oder Penetration) in spe-
15 zifische Zellen oder Gewebe des Wirtsorganismus und
die Vermehrung des Mikroorganismus darin. Eine In-
fektion wird wvon den infektidsen Eigenschaften,
beispielsweise der Ubertragbarkeit, der Kontagiosi-
tdt, der Haftfdhigkeit, dem Eindringungsvermdgen
20 und der Vermehrungsfdhigkeit, sowie den pathogenen
Eigenschaften des Mikroorganismus bestimmt. Die
Entstehung und der Verlauf einer Infektionskrank-
heit wird aber auch von der Empfanglichkeit und der
Immunitat des befallenen Wirtsorganismus bestimmt.
25 In Abh&ngigkeit vom Mikroorganismus, beispielsweise
ob es sich um einen prokaryontischen oder einen eu-~
karyontischen Organismus handelt, und in Abhadngig-
keit vom betroffenen Wirtsorganismus, beispielswei-
se welche Organe oder Gewebe befallen werden, sind
30 die Mechanismen einer Infektion sehr unterschied-
lich.
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Auch die Entstehung und der Verlauf einer Tumorer-
krankung hé&ngen neben den Eigenschaften des Virus
von der Empfadnglichkeit und der Immunitdt des be-
troffenen Wirtsorganismus ab. So ist bekannt, dass
5 Viren bevorzugt in immuninkompetenten Organismen

zur Bildung von Neoplasien fiihren.

Dementsprechend unterschiedlich wirken auch die
Arzneimittel, die zur Bek&mpfung entweder von In-
fektionskrankheiten oder von Tumoren eingesetzt

10 werden. Gegen Infektionskrankheiten eingesetzte An-
tiinfektiva, die im Koérper des befallenen Organis-
mus Mikroorganismen schadigen oder abtdten, zielen
auf eine Hemmung der Zellwandsynthese des Mikroor-
ganismus, eine Storung der Permeabilitdt seiner Cy-

15 toplasmamembran, eine Blockade seiner Proteinsyn-
these und/oder eine Unterdriickung seiner WNuclein-
sduresynthese ab, ohne jedoch den Wirtsorganismus
selbst zu sch&digen. Bei durch onkogene Viren ver-
ursachten Krebsgeschwlilsten hingegen kann der ei-

20 gentliche Verursacher, das onkogene Virus, derzeit
nicht gezielt beka&mpft werden, sondern die entarte-
te Zelle wird vernichtet oder in ihrem Wachstum ge-
hemmt, beispielsweise unter Verwendung von Cytosta-
tika.

25 Zur Untersuchung der komplexen Wechselwirkungen
zwischen einem menschlichen oder tierischen Wirt
und einem Mikroorganismus, die zur Entstehung einer
Infektionskrankheit fihren, ebenso wie zur Analyse
der zur Entstehung von entarteten tierischen Zellen

30 fiihrenden komplexen zelluldren und/oder viralen Me-
chanismen sind in der Vergangenheit vorrangig Ver-

suche an Tieren eingesetzt worden. Auch =zur Ent-
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wicklung und Testung von Antiinfektiva oder Cy-
tostatika wurden hauptsédchlich Versuche an Tieren
durchgefihrt, beispielsweise im Rahmen vorklini-
scher Tests. Es hat sich jedoch gezeigt, dass sich
5 an Tieren gewonnene Ergebnisse nur bedingt auf den

Menschen Ubertragen lassen.

Mit der Entwicklung der Zellkulturtechniken wurden
auch Versuche an zweldimensionalen in vitro-
Zellsystemen durchgeftthrt, um Tierversuche zu er-

10 ganzen oder abzuldsen. Beiépielsweise wurden an
solchen Zellsystemen auch Untersuchungen mit dem
humanpathogenen Pilz Candida albicans durchgefihrt,
der Candida-Mykosen beim Menschen verursacht und
bel immunsupprimierten Patienten zu lebensbedrohli-

15 chen Infektionen fihren kann (Mitchell, Curr. Opin.
Microbiol., 1 (1998), 687-692). Unter anderem wurde
ein aus einer Zellart aufgebautes, aus einem Zell-
monolayer bestehendes Epidermis-Modell zur Untersu-
chung der Adhdsion und Penetration von Candida ent-

20 wickelt (Korting et al., J. Infect., 36 (1998),
259-267; Zink et al., Infect. Immun., 64 (1996),
5085-5091) .

Der Nachteil solcher zweidimensionalen in vitro-
Zellsysteme besteht jedoch darin, dass keine Aussa-
25 gen Uber einen weitergehenden Infektionsmechanismus
oder den genauen Ablauf einer Tumorpathogenese ge-
troffen werden kénnen. Bedingt durch ihren Aufbau
erlauben diese Systeme keine Wechselwirkungen zwi-
schen unterschiedlichen Zelltypen, wie dies zum
30 Beispiel in vivo in vollstdndigen Organen der Fall
ist. AuBerdem enthalten diese Systeme keine binde-

gewebsdhnliche Matrix, sondern sind auf syntheti-
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schen Membranen aufgebaut. Dadurch bedingt, erlau-
ben es diese Systeme beispielsweise im Falle einer
Infektionskrankheit nicht, die komplexen Wechsel-
wirkungen zwischen einem Pathogen, den die Organe
5 oder Gewebe aufbauenden Zelltypen und der festen
Bindegewebsmatrix genauer zu analysieren. Solche
ASysteme lassen sich daher auch nur in sehr be-
schrédnkten MaBe zur Entwicklung und Testung von An-

tiinfektiva und Cytostatika verwenden.

10 Das der vorliegenden Erfindung zu Grunde liegende
technische Problem besteht also darin, Mittel und
Verfahren zur Analyse und Diagnose von durch patho-
gene oder parasitdre Mikroorganismen beili menschli-
chen oder tierischen Wirtsorganismen hervorgerufe-

15 nen Infektionen, Mittel und Verfahren =zur Analyse
und Diagnose vbn entarteten oder gentechnisch ver-
dnderten menschlichen oder tierischen Zellen sowie
Mittel und Verfahren zur Untersuchung und Testung
von Diagnostika und Therapeutika, insbesondere An-

20 tiinfektiva und Arzneimittel gegen Tumore, insbe- -
sondere Cytostatika, zu entwickeln, die die vorste-
hend beschriebenen Nachteile im Stand der Technik
tiberwinden und die sich insbesondere dazu eignen,
die zur Entstehung von Infektionen fihrenden Wech-

25 selwirkungen zwischen pathogenen oder parasitdren
Mikroorganismen und deren Zielorganen oder -geweben
und die zur Tumorbildung fithrenden =zelluldren
und/oder viralen Mechanismen zu untersuchen, und
die auf Grund dessen die Entwicklung und Testung

30 spezifischer Diagnostika und Therapeutika, wie An-

tiinfektiva oder Cytostatika, erlauben.
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Die Erfindung 1lo6st das ihr zu Grunde liegende tech-
nische Problem durch die Bereitstellung von in
vitro-Verfahren zur Differenzierung und/oder Ver-
mehrung isolierter tierischer und humaner Zellen,
5 im Verlaufe derer dreidimensionale tierische oder
humane in vitro-Organ- oder Gewebemodelle herge-
stellt werden. Daflir kdénnen erfindungsgemdB insbe-
sondere Prim&rzellen oder andere Zellen aus fiir In-
fektionen anfalligen Geweben oder Organen, wie
10 Darm, Haut, Cornea, Trachea oder Schleimh&duten, a-
ber auch zu ilberpriifende entartete Zellen, insbe-
sondere der vorstehend genannten Organe und Gewebe,
oder zu Uberpriifende gentechnisch verdnderte Zel-
len, insbesondere der vorstehend genannten Organe
15 und Gewebe, eingesetzt werden. Darauf aufbauend- und
die vorgenannten Verfahren nutzend stellt die vor-
liegende Erfindung in vitro-Verfahren zur Cokulti-
vierung der differenzierten und/oder vermehrten
Zellen mit pathogenen oder parasitdren Mikroorga-
20  nismen und in vitro-Verfahren zur Untersuchung der
Wechéelwirkung von Substanzen mit den in vitro co-
kultivierten differenzierten und/oder <vermehrten
Zellen und Mikroorganismen bereit. Diese Verfahren
erlauben die Analyse von Infektionsabldufen sowie
25 die Bereitstellung von im Bereich der Infektionsme-

dizin ntitzlichen Diagnostika und Therapeutika.

Die mit den erfindungsgemaBen Organ-Testsystemen
erzielten Ergebnissen koénnen aussagekraftiger als
die mit Tierversuchen ermittelten Ergebnisse sein
30 und eine bessere Ubertragbarkeit auf den Menschen

gewdhrleisten.
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Die vorstehend beschriebenen Zellen werden erfin-
dungsgemdf in einer dreidimensionalen, gelartigen,
bindegewebsdhnlichen Biomatrix kultiviert wund kén—
nen sich dort vermehren. Diese Biomatrix enthalt
5 neben den zu kultivierenden Zellen ein aus einer
Kollagenldsung konstituiertes Gerist aus Kollagen,
also gewebetypische Matrixproteine. Je nach ge-
winschtem Gewebetyp kdnnen andere Zelltypen, vor-
zugswelise andere Primdrzellen, auf diesem zellhal-
10 tigen Kollagengel ausgebracht werden. Unter Verwen-
dung spezifischer Kulturbedingungen und spezifi-
scher Kulturmedien konnen die in der Biomatrix ent- -
haltenen Zellen und die auf die Biomatrix aufge-
brachten anderen Zelltypen eine Differenzierung zu
15 einem mehrschichtigen dreidimensionalen tierischen

Gewebe- oder Organtestmodell durchlaufen.

Mit Hilfe der erfindungsgemaBen Verfahren werden
somit dreidimensionale tierische oder humane Gewe-
be- oder Organtestmodelle erhalten, die aus mehre-
20 ren gewebetypischen Zellschichten bestehen und so-
wohl histologisch als auch funktionell weitgehend
den nativen Organen oder Geweben entsprechen. Diese
Organ—-oder Gewebetestmodelle sind daher wesentlich
besser zur naturgetreuen Modellierung von Infekti-
25 onsverl&ufen bei Tieren und beim Menschen geeignet
als die nur aus einer Zellart aufgebauten {iblichen
in vitro-Systeme und kénnen somit zur gezielten A-
nalyse der Infektions- und Resistenzmechanismen von
Bakterien, Pilzen, Viren und Protozoen verwendet
30 werden. So kdnnen erfindungsgemdl die erfindungsge-
mafen in wvitro-Organ- oder Gewebetestmodelle mit
einem parasitdren oder pathogenen Mikroorganismus

beimpft und mit diesem gemeinsam unter geeigneten
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Bedingungen kultiviert werden. Durch Verwendung un-
terschiedlicher Prim&rzellen aus verschiedenen Or-
ganen zum Aufbau der tierischen in vitro-Organ- o-
der Gewebetestsysteme l&dsst sich somit das auch das
Verhalten eines Erregers an verschiedenen Gewebe-

systemen studieren.

Die erfindungsgemédfe Cokultivierung des erfindungs-
gemdRen tierischen in vitro-Gewebe- oder Organtest-
systems mit einem parasitédren oder pathogenen Mik-
roorganiémus bietet die Moglichkeit, sowohl den In-
fektionsprozess selbst als auch die Abwehrreaktion
der entsprechenden organoiden Zellsystemen zu stu-
dieren. Beispielsweise konnen groBere Mengen eines
infizierten Zellmaterials und des Pathogens selbst
gewonnen werden. Das gewonnene Material kann dann
mit herkdmmlichen histologischen, biochemischen,
molekularbiologischen oder immunologischen Verfah-
ren weiter analysiert werden, um beispielsweise
morphologische Anderungen infizierter Zellen, die
Ausschiittung spezifischer Stoffe durch das Patho-
gen, wie Toxine oder flir auftretende Resistenzen
relevante Proteine, oder die Ausschiittung spezifi-
scher Stoffe durch befallene Zellen, wie Interleu-
kine, als Abwehrreaktion genauer zu studieren oder
um Transkriptions- und/oder Expressionsprofile zu
erstellen, auf deren Basis sich beispielsweise Vi-
rulenzfaktoren als Targets fir die Entwicklung von

Antiinfektiva identifizieren lassen.

Die vorstehend genannte erfindungsgemdBe Verfah-
rensweise erlaubt in bevorzugter Weise das Screenen
und die Analyse von potentiellen Diagnostika, mit

deren Hilfe zum Beispiel das Vorhandensein bestimm-

PCT/EP01/06072
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ter Symptome einer Infektionnachgewiesen werden
kann. Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren
zur Identifizierung von Diagnostika oder der Analy-
se deren Spezifitdt, wobei im Rahmen der erfin-
5 dungsgemdal vorgesehenen Cokultivierung der erfin-
dungsgemében ein- oder mehrschichtigen in vitro Ge-
webe- oder Organtestsysteme mit infektidsen Agen-
zien ein potentielles oder zu testendes Diagnosti-
kum auf seine Fdhigkeit, Infektionen oder Infekti-
10 onsprozesse zu erkennen, getestet wird. Im Rahmen
dieser Verfahren kénnen die zu testenden Diagnosti-
ka dem erfindungsgem&dBen System hinzugegeben wer-
den, wobei anhand morphologischer, physiologischer
oder sonstiger Parameter festgestellt werden kann,
15 inwieweit eine Korrelation zwischen dem Infektions-
zustand und der Markierung beziehungsweise dem

Nachweis durch das Diagnostikum vorliegt.

Mit Hilfe der erfindungsgemdBen tierischen und
menschlichen in vitro-Gewebe-~ oder Organtestsysteme
20 und des erfindungsgemdlen Cokultivierungsverfahrens
kdnnen insbesondere die Wirksamkeit beziehungsweise
der Wirkmechanismus und/oder die Nebenwirkungen von
Therapeutika, wie Antiinfektiva, wesentlich genauer
analysiert werden als bei herkSmmlichen Testsyste-
25 men, beispielsweise anhand ihrer Wirkungen auf die
Genexpression, den Stoffwechsel, die Proliferation,
die Differenzierung und die Reorganisation der Zel-
len eines in vitro-Organ- oder Gewebetestsystems.
Diese Tests von Wirkstoffen, Therapeutika und Di-
30 agnostika ebenso wie von Interaktionen zwischen in-
fektidsem Agens und kultivierten Zellen an den er-
findungsgemdBen tierischen oder menschlichen in

vitro-Gewebetestsystemen kdnnen sowohl herkémmliche
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morphologische oder histologische Verfahren als
auch herkd&mmliche biochemische, toxikologische, im-
munologische und/oder molekularbiologische Verfah-

ren umfassen.

Erfindungsgemal konnen die erfindungsgemi&Ben Ver-
fahren und die in ihnen eingesetzten Mittel, also
die ein- und mehrschichtigen in vitro Gewebe- oder
Organsysteme zum Screenen von potentiellen Wirk-
stoffen und zum Untersuchen der Eigenschaften wie
épezifitéten sowie von Interaktionen von Wirkstof-
fen mit Zielzellen eingesetzt werden. Erfindungsge-
mahl wird unter dem Begriff Wirkstoff jedweder
Stoff, aber auch andere Agenzien, unter anderem
auch physikalische EinflussgrtBen wie elektromagne-
tische Strahlen, Radioaktivitidt, Warme, Schall oder
dhnliches verstanden, welche biologische Zellen o-
der Teile davon, insbesondere Zellorganellen, be-
einflussen oder erkennen kénnen. Derartige Wirk-
stoffe kdénnen insbesondere chemischer Natur sein,
zum Beispiel Diagnostika oder Therapeutika. Im Zu-
sammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden
unter Diagnostika Jjedwede Stoffe verstanden, die
spezifisch das Vorhandensein von Zustinden, Prozes-
sen oder Substanzen beziehungsweise deren Abwesen-
heit erkennen koénnen und insbesondere Riickschliisse
auf Krankheitszusté&dnde geben kdénnen. Diagnostika
weisen h&dufig erkennende und markierende Funktionen
auf. Unter dem Begriff Therapeutika werden insbe-
sondere solche Stoffe verstanden, die entweder pro-
phylaktisch oder krankheitsbegleitend eingesetzt
werden koénnen, um Krankheitszust&nde zu vermeiden,
zu lindern oder zu beseitigen. Im Zusammenhang mit

der vorliegenden Erfindung werden unter Krankheiten

PCT/EP01/06072



WO 01/92476

10

15

20

25

30

11 -

auch Zustdnde wie unnatiirliche Gemlitszustéande,
Schwangerschaften, Alterserscheinungen, Entwick-
lungsstérungen oder dhnliches verstanden. Im Zusam-
menhang mit der vorliegenden Erfindung werden unter
Therapeutika auch solche Stoffe verstanden, die
ausschlieBlich oder auch kosmetische Wirkungen auf-

welsen.

Die erfindungsgemdfen Verfahren eignen sich auch
zur Untersuchung der Mechanismen der Tumorpathoge-
nese und/oder zur Untersuchun§ von Substanzen auf
ihre Eignung als Medikament, zum Beispiel gegen ei-
nen spezifischen Tumor. Beispielsweise l&sst sich
ein aus entarteten Zellen, insbesondere der vorste-
hend genannten Organe oder Gewebe, aufgebautes in
vitro-Organ- oder Gewébetestsystem. zur Gewinnung
groberer Mengen eines entarteten Zellmaterials ver-
wenden. Das gewonnene Material kann dann mit her-
kdmmlichen Verfahren, Dbeispielsweise histologi-
schen, Dbiochemischen, molekularbiologischen oder
immunologischen Verfahren, weiter analysiert wer-
den, um beispielsweise morphologische Anderungen
entarteter Zellen oder die BAusschiittung spezifi-
scher Stoffe genauer zu untersuchen oder um
Transkriptions- und/oder Expressionsprofile zu
erstellen. Ebenso kann an einem aus entarteten Zel-
len aufgebauten in vitro-Organ- oder Gewebetestsys-
tem die Wirkung von Arzneimitteln oder anderen Sub-
stanzen im Hinblick auf deren Fahigkeit zur Hemmung
der Zellteilung studiert werden. Andererseits kann
ein aus nicht-entarteten Primdrzellen aufgebautes
in vitro-Organ- oder Gewebetestsystem mit onkogenen
Viren cokultiviert werden. Mit Hilfe dieses Verfah-

rens kann dann zum Beispiel die Vermehrung und/oder

PCT/EP01/06072
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Verbreitung onkogener Viren in den Zellen des in-
vitro-Testsystems in An- und Abwesenheit spezifi-
scher Substanzen, die spezifische Funktionen des

Virus hemmen k&nnen, untersucht werden.

5 Die erfindungsgemdBen Verfahren lassen sich dariiber
hinaus auch zur Uberpriifung gentechnisch verdnder-
ter Zellen, insbesondere der vorstehend genannten
Gewebe und Organe, verwenden. Beispielsweise kénnen
Zellen getestet werden, die im Hinblick auf eine

10 Gentherapie zur Ausschaltung genbedingter Fehlfunk-
tionen beziehungsweise Wiederherstellung normaler
Genfunktionen bei Erkrankungen der vorstehend ge-

nannten Organe gentechnisch modifiziert wurden.

Eine bevorzugte Ausfihrungsform der Erfindung um-
15 fasst die Kultivierung tierischer oder humaner Zel-
len in einer dreidimensionalen gelartigen Biomatrix
zur Vermehrung dieser Zellen und zur Herstellung
eines dreidimensionalen tierischen oder humanen in

vitro-Organ—- oder Gewebetestsystems.

20 In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform um-
fasst die Erfindung die Kultivierung humaner derma-
ler Fibroblasten in der Biomatrix zur Herstellung
eines aus Dermisdquivalent und Epidermisdquivalent
bestehenden dreidimensionalen humanen in vitro-

25 Haut&8quivalentes.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung be-
deutet der Begriff "Kultivieren von Zellen" ein,
vorzugsweise in vitro stattfindendes, Aufrechter-
halten der Lebensfunktionen von Zellen, beispiels-

30 weise Fibroblasten, in einer geeigneten Umgebung,



WO 01/92476 PCT/EP01/06072

-13-

beispielsweise unter Zu- und Abfuhr von Stoffwech-
seledukten und -produkten, insbesondere auch eine
Vermehrung der Zellen. Im Zusammenhang mit der vor-
liegenden Erfindung werden unter dermalen
5 Fibroblasten natlirlicherweise vorkommende, insbe-
sondere in der Dermis vorkommende Fibroblasten oder
gentechnisch verdnderte Fibroblasten oder deren
Vorlédufer verstanden. Fibroblasten stellen die Vor-
ladufer dermaler Fibrocyten dar. Die Fibroblasten

10 kdnnen tierischey oder menschlicher Herkunft sein.

Die zur Kultivierung der Fibroblasten vorgesehene
Biomatrix enthalt die zZu kultivierenden
Fibroblasten und ein aus einer, vorzugsweise fri-
schen, Kollagenldsung neu konstituiertes Kollagen-
15 gerlist einer Konzentration von vorzugsweise 3,5 bis
4,5 mg Kollagen pro ml Biomatrix. Das Kollagenge-
riist wird aus einer, vorzugsweise zellfreien, sau-
ren Losung von Kollagen I, gewonnen, wobei die Pro-
teinkonzentration der Kollagenlésung vorzugsweise 5
20 bis 7 mg/ml betragt. Der pH-Wert der Kollagenldsung
betragt vorzugsweise 3,8. Zur Herstellung der er-
findungsgemélen Fibroblasten-haltigen Biomatrix
wird die Kollagenldsung vorzugsweise bei 4°C mit
einer Lésung, enthaltend ein, vorzugsweise fiunffach
25 konzentriertes, Zellkulturmedium, Puffer, vorzugs-
welse Hepes-Puffer, Serum, vorzugsweise fdtales
Kdlberserum (FCS), und Chondroitin-(4/6)-sulfat,
und vorzugsweise 1,5 x 10°/ml Fibroblasten, insbe-
sondere vorkultivierten Fibroblasten, versetzt und
30 gut gemischt. Dieses Gemisch wird durch Erh&hung
der Temperatur auf Raumtemperatur oder 37°geliert.
Nach dem Gelieren der Gele wird Fibronectin auf die

Gele gegeben. Die Funktion von Fibronectin in vivo
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besteht in der Bindung an andere Makromolekile,
beispielsweise Kollagen, und in der Anheftung von
Zellen an Nachbarzellen. Die anschliefende Kulti-
vierung der Fibroblasten im Kollagengel erfolgt

5 vorzugsweise in Submers-Kultur. Im Zusammenhang mit
der vorliegenden Erfindung wird unter einer ,Sub-
mers-Kultur“® ein Verfahren zur Kultivierung von
Zellen verstanden, wobei die Zellen mit einer N&hr-
lésung bedeckt sind. Die Fibroblasten enthaltende

10 Biomatrix wird also mit Zellkulturmedium Uber-
schichtet und bei 37°C inkubiert.

Ein bis drei Tage, vorzugsweise zwel Tage, néch der
vorstehend beschriebenen Inkubation der Gele werden
Keratinocyten auf das Gel ausgesdt. Im Zusammenhang
15 mit der vorliegendenAErfindung werden unter ,Kera-
tinocyten™ Zellen der Epidermis, die verhornendes
Plattenepithel bilden, oder gentechnisch verdnderte
Keratinocyten oder deren Vorldufer verstanden, die
tierischer oder menschlicher Herkunft sein kénnen.
20 Bei den auf das Kollagengel ausgesdten Keratinocy-
ten handelt es sich vorzugsweilse um moéglichst vor-
kultivierte, undifferenzierte Keratinocyten-
Stammzellen aus humanem Biopsiegewebe, das heisst
Cytokeratin 19- beziehungsweise Integrin Bl-
25 positive basale Stammzellen. Die Aussaat der Kera-
tinocyten auf die Biomatrix erfolgt in einem Zell-
kulturmedium, vorzugsweise 1in KBM-Medium (Clone-
tics), das 5% fotales Kélberserum enthdlt. An-
schlieBend wird die Biomatrix mit KBM-Medium, ent-
30 haltend humanen epidermalen Wachstumsfaktor (0,1
rg/500 ml Medium) (hEGF), BPE (Rinderhypophysen-
extrakt) (15 mg Protein/500 ml Medium) und 0,8 mM

CaCl,, tuberschichtet und einer 1 - bis 3-tdgigen
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Submers-Kultivierung unterworfen. Eine wvollstadndige
Differenzierung der Keratinocytenschichten wirxd
durch eine 2irlift-Kultur mit 1,8 mM CaCl, enthal-
tendem KBM-Medium ohne hEGF und BPE erreicht. Im
5 Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wird
unter einer ,Airlift-Kultur“ eine Kultur verstan-
den, wobel die HOhe des Ndhrmedienspiegels genau
auf die Hohe der Biomatrix abgestimmt ist, wihrend
die Keratinocyten oder die durch die Keratinocyten
10 gebildeten Zellschichten tber dem Nahrmedienspiegel
liegen und vom Ndahrmedium nicht bedeckt werden, das
heisst die Kultivierung erfolgt an der Grenzschicht
Luft-Nahrmedium, wobei die Kulturen von unten mit
Nghrstoffen versorgt werden. Nach einer, vorzugs-
15 welse 12- bis 14-tdgigen Airlift-Kultur entwickelt
sich ein hauttypisches, aus Dermisdquivalent und
Epidermisaquivalent bestehendes in vitro-
Vollhautmodell, welches fiir die erfindungsgemdBen

Testverfahren vorteilhaft eingesetzt werden kann.

20 Die Erfindung betrifft daher auch ein hauttypisches
in wvitro-Vollhauttestmodell, insbesondere tieri-
sches oder humanes in vitro-Vollhauttestmodell, das
nach dem erfindungsgemédfien Verfahren hergestellt
wurde und das mindestens 2 bis 4 proliferative, ei-

25 nige differenzierende und mindestens 4 bis 5 ver-
hornte Zellschichten umfasst, wobei das Epidermis-
dquivalent Stratum basale, Stratum spinosum, Stra-
tum granulosum und Stratum corneum umfasst und wo-
bei zwischen dem Dermisdquivalent und dem Epider-

30 misdquivalent eine funktionsfihige Basalmembran aus
Matrixproteinen enthalten ist. Dieses Modell eignet
sich ausgezeichnet als Testsystem fiir die Untersu-

chung von potentiellen oder tatsdchlichen Wirkstof-
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fen, wie Therapeutika, Diagnostika oder fir Unter-

suchungen zum Ablauf von Infektionsprozessen.

Eine weitere besonders bevorzugte Ausfithrungsform
der Erfindung umfasst die Kultivierung von Darm-
5 fibroblasten in der Biomatrix zur Herstellung eines
aus bevorzugt Caco2-Zellen oder auch Darmepithel-
zellen oder anderer humaner Zelllinien bestehenden

dreidimensionalen humanen in vitro-Darmtestsystems.

Im Zusammenhang mit der vorliegeﬂden Erfindung wer-
10 den unter Darmfibroblasten natlirlicherweise vorkom-
mende, insbesondere im Darmgewebe vorkommende
Fibroblasten oder gentechnisch verdnderte
Fibroblasten oder deren Vorldufer verstanden. Die
Darmfibroblasten kénnen tierischer oder menschli-

15 cher Herkunft sein.

Im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung wer-
den unter Darmepithelzellen natlirlicherweise vor-
kommende, insbesondere im Darmgewebe vorkommende
Epithelzellen oder gentechnisch ver&nderte Epithel-
20 zellen oder deren Vorlidufer verstanden. Die Darme-
pithelzellen konnen tierischer oder menschlicher

Herkunft sein.

Zur Herstellung der erfindungsgemédBen Darm-
fibroblasten-haltigen Biomatrix wird die Kollagen-
25 ldsung im Volumenverhdltnis 1:1, vorzugsweise bei
4°C, mit einer auch als Gelldsung bezeichneten L&-
sung, enthaltend ein, vorzugsweise 2-fach konzent-
riertes, zZellkulturmedium, Puffer, vorzugsweise He-
pes—Puffer, und Serum, vorzugsweise 10 %iges Serum,

30 und vorzugsweise 1,5 x 10°/ml Darmfibroblasten,
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insbesondere vorkultivierten Darmfibroblasten, ver-
setzt und gut gemischt. Liegt eine x-~fach konzent-
rierte Gelldsung vor, wird vorzugsweise die Kolla-
genldsung im Volumenverhdltnis (x-1):1 mit der Gel-

5 ldsung gemischt, wobei x der Konzentrationsfaktor
ist. Dieses Gemisch wird durch Erhdhung der Tempe-
ratur auf Raumtemperatur oder 37° geliert. Die an-
schlieBende Kultivierung der Darmfibroblasten im
Kollagengel erfolgt vorzugsweise in Submers-Kultur.

10 Die Fibroblasten enthaltende Biomatrix wird bei
37°C inkubiert.

Vorzugsweise 1 bis 3 Tage nach der Inkubation der

Gele werden Darmepithelzellen auf das Gel ausgesit.

Bel den auf das Kollagengel ausgesdten Darmepithel-
15 zellen handelt es sich vorzugswelise um mdglichst
vorkultivierte, undifferenzierte Darmepithelzellen.
Die Aussaat der Darmepithelzellen auf die Bicmatrix
erfolgt in einem Zellkulturmedium, vorzugsweise in
DMEM-Medium (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Life
20 Technologies, Cat. Nr. 41966 oder 52100), das 10 %
FCS und Glutamin (2 mM) und 1 % nichtessentielle
Aminosduren (MEM, Life Technologies, Cat. Nr.
11140) enth&dlt. Anschlieblend wird die Biomatrix mit
DMEM-Medium, enthaltend 10 % FCS und Glutamin (2
25 mM) und 1 % nichtessentielle Aminosduren, {iber-
schichtet und einer 10 bis 20-tdgigen Submers-
Kultivierung unterworfen, bis zu einer vollstdndi-
gen Differenzierung der Epithelschicht oder Epi-
thelschichten, die fir die erfindungsgemiBen Test-
30 verfahren vorteilhaft ~elngesetzt werden

kann/k&nnen.
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Eine weitere vorteilhafte Ausfihrungsform der Er-
findung umfasst die Cokultivierung eines erfin-
dungsgemal hergestellten dreidimensionalen in
vitro-Organ—~ oder Gewebetestsystems mit einem pa-
5  thogenen oder parasitdren Mikroorganismus. Im Zu-
sammenhang mit der vorliegenden Erfindung werden
unter ,pathogenen oder parasitidren Mikroorganis-
men“, hier auch als infektidse Agenzien bezeichnet,
sowohl eukaryontische als auch prokaryontische Mik-
10 roorganismen, wie Bakterien, Pilze, Protozoen, Vi-
roide, aber auch Prionen oder Viren, verstanden,
die 'eineﬁ‘ Makroorganismus, insbesondere einen
menschlichen oder tierischen Organismus, befallen
und in oder auf Geweben dieses Organismus leben und
15 zu einer Infektion dieses Organismus filhren koénnen,
jedoch nicht notwendigerweise dazu fihren miissen.
Im Zusammenhang mit der Erfindung bedeutet der Beg-
riff "Cokultivierung" ein, vorzugsweise in vitro
stattfindendes, gleichzeitiges Aufrechterhalten der
20 Lebensfunktionen von tierischen Zellen und Mikroor-
ganismen in der gleichen, flr beide geeigneten Um-
gebung, Dbeispielsweise unter Zu- und Abfuhr von
Stoffwechseledukten und -produkten, insbesondere
auch eine gleichzeitige Vermehrung der Zellen und

25 der Mikroorganismen.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform erfolgt eine
Cokultivierung des humanpathogenen Pilz Candida al-
bicans mit dem erfindungsgem&R hergestellten huma-
nen in vitro-Hauttestsystem, um den Infektionspro-
30 zess von Candida an menschlichem Hautgewebe zu un-
tersuchen, und mit dem erfindungsgemidB hergestell-
ten humanen in vitro-Darmtestsystem, um den Infek-

tionsprozess von Candida an menschlichem Darmgewebe
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zu untersuchen. Die mit Candida erzielten Ergebnis-
se, insbesondere die detaillierte Beschreibung des
Infektionsprozesses kann auch auf andere Pathogene

Uibertragen werden.

5 In einer besonders bevorzugten Ausflihrungsform be-
trifft die vorliegenden Erfindung die Cokultivie-
rung des humanpathogenen Mikroorganismus Candida
albicans mit dem humanen in vitro-Hauttestsystem
beziehungsweise dem humanen in vitro-

10 Darmtestsystem, um die erste Stufe des Infektioné—
prozesses, nédmlich die Adh&dsion des Pathogens an
Haut- beziehungsweise Darmzellen, 2zu untersuchen.
Die Adhé&sion des Pathogens wird unter Verwendung
des virulenten Candida-Stamms Sc5314 und des aviru-

15 lenten Candida-Stamms Can34 untersucht, welche be-
reits in einem Maus-Makrophagen-Modell untersucht
wurden (Lo et al., Cell, 90 (1997), 939-949). Das
in vitro-Hauttestsystem beéiehungsweise das in
vitro-Darmtestsystem wird in Submers-Kultur mit je-

20 wells etwa 1O3pathogenen Organismen inokuliert und
unter Schiitteln kultiviert. 2Zu definierten Zeit-
punkten, beispielsweise alle 30 Minuten (bis maxi-
mal 4 Stunden) werden Aliquots entnommen und auf
Petrischalen mit den entsprechenden N&dhrbdéden, zum

25 Beispiel YPD-Vollmedium (Difco) ausplattiert. Nach
entsprechender Inkubationszeit wird die Anzahl der
Kolonien auf den Petrischalen ermittelt. Aufgrund
des Vergleichs zwischen der ermittelten Kolonien-
zahl und der urspringlich inokulierten Zahl der Pa-

30 thogene 1&Rt sich die Adhdsion der Pathogene an den
in vitro-Organtestsystemen bestimmen. Mit Hilfe
dieses Verfahrens konnte so gezeigt werden, dass

der virulente Stamm die Fghigkeit zur Adh&sion so-
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wohl an Haut- als auch an Darmzellen besitzt, wah-
rend bei dem avirulenten Stamm nur eine geringfligi-

ge Adh&ésion nachgewiesen werden konnte.

In einer weilteren besonders bevorzugten Ausfiih-
5 rungsform betrifft die vorliegenden Erfindung die
Cokultivierung des humanpathogenen Mikroorganismus
Candida albicans mit dem erfindungsgemafl herge-
stellten humanen 1in vitro-Hauttestsystem bezie-
hungsweise mit dem erfindungsgemdB hergestellten
10 humanén in vitro-Darmtestsystem, um eine weitere
Stufe des Infektionsprozesses, ndmlich die Penetra-
tion/Invasion des Pathogens in Zellen, zu untersu-
chen. Dazu werden die organoiden Gewebetestsysteme
im Airlift-Verfahren mit den vorstehend beschriebe-
15 nen avirulenten und virulenten ?athogen-Stémmen co-
kultiviert. Das Pathogen wird bevorzugt bei einer
Zellzahl von 10°/ml in 1 %-igem Agar fixiert und
Agarstiicke mit einem Durchmesser von 4 mm werden
auf die organoiden Gewebetestsysteme fir maximal 98
20 Stunden aufgelegt. Das Eindringen des Pathogens in
die organoiden Strukturen wird nach 16 Stunden, 24
Stunden, 72 Stunden, 86 Stunden und 98 Stunden mit-
tels histologischer Verfahren an Diinnschnitten un-
tersucht, wobei das Fédrbeverfahren PAS (Mc Manaus,
25 Romeis, 17. Auflage, Seite 393) verwendet wird. An-
hand der histologischen Schnitte kann so der Inva-
sionsprozess des virulenten Candida-Stammes bis in
tiefere Schichten der bindegewebsdhnlichen Matrix

dokumentiert werden.

30 In einer weiteren vorteilhaften Ausgestaltung der
Erfindung ist vorgesehen, unter Verwendung eines

erfindungsgemdp hergestellten in vitro-Organ- oder
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Gewebetestsystems und des erfindungsgeméfien Cokul-
tivierungsverfahrens die Wirkung chemischer Sub-
stanzen, insbesondere von Antiinfektiva, oder von
Agenzien auf den Infektionsprozess beziehungsweise
5 das Wachstum eines pathogenen Mikroorganismus =zu
untersuchen. Im Zusammenhang mit der Erfindung soll
der Begriff ,Agens“ insbesondere chemische, biolo-
gische oder physikalische Mittel, wie Licht oder
Warme, umfassen, die eine potentielle Wirkung auf
10 lebende Zellen ausiiben koénnen. D;e Untersuchungen
zur Wirkung von Antiinfektiva wurden ebenfalls mit
Candida durchgefithrt. 2Zur Zeit existieren zwei Sub-
stanzklassen, n&mlich Azole und Polyene, die bevor-
zugt als Antimykotika gegen systemische Infektionen
15 eingesetzt werden. Beide Substanzklassen sind mit
Nachteilen behaftet. Die Polyene weisen starke Ne-
benwirkungen auf und gegen Azole entwickeln sich
mehr und mehr Resistenzen (DiDomenico, Curr. Opin.
Microbiol., 2 (1999), 509-515; Georgopapadakou,
20 Curr. Opin. Microbiol., 1 (1999), 547-557. Aus die-
sem Grund ist die gezielte Entwicklung neuer Anti-

mykotika dringend erforderlich.

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird das Ver-
fahren zur Untersuchung der Adh&sion von Candida an
25 dem erfindungsgemiBen in vitro-Darmtestsystem und
dem erfindungsgemd&Ren in vitro-Hauttestsystem da-
hingehend modifiziert, dass der Cokultivierungs-
Ansatz ein Antimykotikum enth&dlt, insbesondere
Amphothericin B oder Fluconazol. Mit Hilfe dieses
30 Verfahrens konnte so gezeigt werden, dass beide An-
timykotika keinen Einfluf auf die Adh&sion des Pa-

thogens, sondern auf dessen Wachstumsraten, hatten.
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In einer weiteren bevorzugten Ausfihrungsform wird
das Verfahren zur Untersuchung der Penetrati-
on/Invasion von Candida an dem in vitro-
Darmtestsystem und dem in vitro-Hauttestsystem da-
5 hingehend modifiziert, dass der Cokultivierungs-
Ansatz Amphothericin B oder Fluconazol enth&lt. Mit
Hilfe dieses Verfahrens konnte so gezeigt werden,
dass die Invasion des virulenten Pathogenstammes
erst durch eine wvollstédndige Wachstumshemmung un-
10 terbunden werden konnte, wobei erfindungsgemiB auch

neue Wirkstoffe getestet wurden.

Eine besonders bevorzugte Ausfliihrungsform der Er-
findung umfasst die Analyse entarteter Zellen. Im
Zusammenhang mit der Erfindung umfasst der Begriff
15 rentartet™ alle Veradnderungen einer normalen Zelle,
beispielsweise Zellpolymorphie, Anisozytose, Kern-
polymorphie, Polychromasie, gestdrte Kern-Plasma-
relation und Aneuploidie, die zu einer gestérten
Differenzierung oder zu einer Entdifferenzierung
20 und zu einem deregulierten Wachstum der Zelle fiih-
ren koénnen, und betrifft insbesondere Zellen malig-
ner Tumore. Aus entarteten Zellen, insbesondere der
vorstehend genannten Organe oder Gewebe, wird ein
in vitro-Organ- oder Gewebetestsystem aufgebaut, um
25 grobere Mengen des entarteten Zellmaterials zu ge-
winnen. Das gewonnene Material wird mit herkommli-
chen Verfahren, beispielsweise histologischen, bio-
chemischen, molekularbiologischen oder immundlogi—
schen Verfahren, weiter analysiert, um die Aus-
30 schiittung spezifischer Stoffe zu untersuchen und
Transkriptions— und Expressionsprofile 2zu erstel-
len. An dem aus entarteten Zellen aufgebauten in

vitro-Organ—- oder Gewebetestsystem wird die Wirkung
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von Arzneimitteln und von potentiell als Arzneimit-
tel geeigneten Substanzen, insbesondere im Hinblick
auf deren F&higkeit zur Hemmung der Zellteilung,

untersucht.

5 In einer besonders bevorzugten Ausfithrungsform der
Erfindung werden ©patientenspezifische entartete
Zellen zur Etablierung eines in vitro-
Organtestsystems verwendet, um Therapiemdglichkei-
ten flir die spezielle Tumorerkrankung des Patienten

10 zu untersuchen.

In einer welteren bevorzugten Ausgestaltung der Er-
findung ist die Uberpriifung gentechnisch verander-
ter Zellen, insbesondere der vorstehend genannten
Gewebe und Organe, vorgesehen. Im Zusammenhang mit
15 der vorliegenden Erfindung umfasst der Begriff
rgentechnisch verdnderte Zelien“ alle Zellen, die
mit Hilfe gentechnischer Verfahren manipuliert wur-
den, wobeili entweder Fremd-DNA in die Zelle einge-
schleust wurde oder die eigene DNA, beispielsweise
20 durch Deletionen, Inversionen und Anlagerungen, mo-
difiziert wurde. In einer besonders bevorzugten
Ausfiihrungsform ist vorgesehen, im Hinblick auf ei-
ne Gentherapie patientenspezifischer Krankheiten
gentechnisch verdnderte Zellen in vitro zu testen, .
25 insbesondere auf deren Funktionalit&dt, wobei ein in
vitro-Organtestsystem unter Verwendung solcher gen-

technisch verdnderter Zellen etabliert wird.

Die Erfindung betrifft auch eine, vorzugsweise ge-
lartige, Biomatrix, in der die vorgenannten Kulti-
30 vierungsverfahren durchgefiihrt werden kénnen, und

zwar eine Biomatrix mit Zellen eines Gewebetyps.



WO 01/92476 PCT/EP01/06072

-4 .

Die erfindungsgemdBl vorgesehene Kombination aus

Biomatrix und darin kultivierten Zellen kann, wie

vorstehend beschrieben, zur Herstellung eines in

vitro-Organ-~ oder Gewebetestsystems verwendet wer-
5 den.

Unter einer Biomatrix wird eine Gelstruktur ver-
standen, die Kollagen, Zellkulturmedium, Serum und
Puffer, beispielsweise Hepes-~Puffer, enthidlt. Die
KollagenlOsung, die fiir die Herstellung der Biomat-
10 rix verwendet wird, ist eine Ldsung, die einen hb—
hen Anteil an nicht denaturiertem, nativem Kollagen
in saurem, wéassrigem Medium enth&lt, vorzugsweise
mit einem pH-Wert von 3,8, beispielsweise in Essig-
sdure, bevorzugt in 0,1 %$iger Essigsidureldsung. Ein
15 hoher Anteil wvon nicht denaturiertem Kollagen be-
deutet einen Anteil am Gesamtkollagen in Ldsung von
> 50%, insbesondere = 60%, = 70%, = 80%, = 90% oder
=2 95 %, vorzugswelse = 99%. In einer bevorzugten
Ausfiihrungsform wird dabei kein lyophilisiertes
20 Kollagen verwendet. Der Kollagengehalt der Ldsung
betragt vorteilhafterweise 3 mg Kollagen pro ml L&-
sung bis 8 mg Kollagen pro ml Lésuhg, bevorzugter 5
mg Kollagen pro ml Ldsung bis 7 mg Kollagen pro ml
Ldsung, am bevorzugtesten 6 mg Kollagen pro ml Lo-
25 sung. Vorzugsweise wird dabei Kollagen verwendet,
das nach Isolierung, beispielsweise aus Ratten-
schwadnzen, in 0,1 %iger Essigsidure drei bis vier-
zehn Tage bei 4°C unter Rilhren inkubiert wurde und
wobel nicht gel&ste Kollagenanteile abzentrifugiert
30 wurden. Bevorzugte Zellkulturmedien sind DMEM (Dul-
becco's Modified FEagle Medium) und M199. Jedoch
kann auch Jjedes andere beliebige Zellkulturmedium

verwendet werden, welches die Kultivierung von Zel-
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len ermdglicht. Als Serum wird vorzugsweise fotales
Kédlberserum (FCS) oder humanes antologes Serum ver-
wendet und als Puffer zum Beispiel Hepes-Puffer.
Der pH-Wert der L&ésung aus Zellkulturmedium, Puffer
5 und Serum betrdgt in bevorzugter Ausfiihrung 7,5 bis
8,5, beispielsweise 7,6 bis 8,2, insbesondere 7,8.
Selbstverstdndlich kann die Biomatrix weitere Fak-
toren, beispielsweise Wachstumsfaktoren, Adhdsions-
mittel, Antibiotika, Selektionsmittel und &dhnliche
10 enthalten.

Die Erfindung betrifft daher auch Verfahren zur
Herstellung einer Zellen enthaltenden Biomatrix,
wobel in einem ersten Schritt frisches Kollagen,

. beispielsweise aus Rattenschwanzen, hergestellt

15 wird, indem aus kollagenhaltigem Gewebe isolierte
Kollagenfasern in Pufferldsung gesammelt, in Alko-

hol oberfl&achlich desinfiziert und anschlieBend in
Pufferldsung gewaschen und anschlieBend in eine
saure LOsung eines pH-Wertes von 0,1 bis 6,9, vor-

20 zugswelse 2,0 bis 5,0, besonders bevorzugt 3,0 bis
4,0, insbesondere 3,3, zum Beispiel eine 0,1 %ige
Essigsdureldsung, Uberfiihrt werden. Anschliebend
wird in einem weiteren Schritt das in der L&sung
befindliche Kollagen bei 2 bis 10°C, insbesondere

25 4°C, fur einige Tage, zum Beispiel 3 bis 14 Tage,
gerlihrt, die nicht geldsten Kollagenanteile werden
abzentrifugiert und eine Kollagenldsung mit einem
Kollagengehalt von 3 mg/ml bis 8 mg/ml bei 2 bis
10°C, zum Beispiel 4°C, aufbewahrt. Selbstverstand-

30 lich ist es mdglich, die Losung in gefrorenem Zu-
stand zwischenzulagern, zum Beispiel bei -10°C bis
-80°C, insbesondere -20°C. zur Herstellung der er-

findungsgemdlen Zellen enthaltenden Biomatrix wird
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in einem dritten Schritt eine auch als Gelldsung
bezeichnete Loésung aus, vorzugsweise mehrfach (x-
fach) konzentriertem, Zellkulturmedium, Serum und
Puffer mit wvorkultivierten und abzentrifugierten
5 Zellen gemischt, wobei vorzugsweise 1 x 10° bis 2 x
10° zZellen pro ml, bevorzugt 1,5 x 10° Zellen pro
ml, verwendet werden. Diese Ldsung beziehungsweise
Suspension eines pH-Wertes von 7,5 bis 8,5, bevor-
zugt 7,6 bis 8,2, insbesondere 7,8, wird anschlie-
10 Bend, beispielsweise im Verh&dltnis 1:2, mit der
vorgenannten Kollagenlésung bei 2 bis 10°C, insbe-
sondere 4°C, gemischt. Das Mischungsverhdltnis (Vo-
lumen) von Kollagenldsung zu Gelldsung (Puffer, Se-
rum, Zellen, Kulturmedium) betrégt vorzugswelse
15 ~ 1:1, wobei bel x-fach konzentrierter Gelldsung ein
Volumenverhdltnis von (x-1):1 Kollagenldsung zu
Gelldsung bevorzugt wird. Anschlieflend wird die
Gelldsung in KulturgefdBe pipettiert und nach Ge-
lieren bei 37°C mit Medium iiberschichtet. Sodann
20 wird die Biomatrix mindestens 2 Tage kultiviert und
anschlieBend k&nnen Zellen anderer Gewebetypen zum
Beispiel auch Immunsystemzellen darauf ausgebracht

werden.

Weitere vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung

25 ergeben sich aus der Beschreibung.

Die Erfindung wird anhand der folgenden Figuren und

Beispiele ndher erlautert.

Figur 1 zeigt einen Lidngsschnitt des erfindungsge-

mal hergestellten in vitro-Darmsystems.
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Figur 2 zeigt einen Langsschnitt des erfindungsge-
médR hergestellten in vitro-Darmsystems mit anhaf-
tenden Zellen des Pilzes Candida albicans (Adhdsion

eines virulenten Stammes).

5 Figur 3 zeigt einen L&ngsschnitt des erfindungsge-
mdBR hergestellten in vitro-Darmsystems mit penet-
rierten Zellen des Pilzes Candida albicans (Invasi-

on eines virulenten Stammes).

10 Beispiel 1:

Herstellung eines dreidimensionalen humanen in

vitro—-Hauttestsystems

Herstellung einer Gelldsung

20 Teile finffach konzentriertes M 199-Zellkultur-
15 medium (Life Technologies, 1999, Kat.Nr. 42966 oder
52100; DMEM), 10 Teile HEPES-Puffer (4,76 g in 100
ml PBS-L&sung, pH-Wert 7,3) und 1 Teil Chondroitin-
(4,6)-sulfat (5 mg/ml in PBS) werden gemischt und
der pH-Wert des Gemisches wird auf 7,8 eingestellt.
20 Das Gemisch wird sterilfiltriert und anschliefend

mit 10 Teilen fotalem Kdlberserum versetzt.

Herstellung einer Kollagenl&sung

Zur Herstellung einer Kollagenldsung wird kollagen-—
haltiges Gewebe, wie zum Beispiel Sehnen aus Rat-
25 tenschwédnzen, verwendet. Alle Arbeiten werden unter
sterilen Bedingungen mit sterilen Materialien

durchgefiihrt. Die Rattenschwinze werden nach Lage-
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rung bei -20°C mit 70%-igem Alkohol oberfldchlich
desinfiziert. Die Haut der Rattenschwdnze wird ab-
gezogen und die einzelnen Kollagenfasern werden he-
rausgezogen. Beil Verwendung anderer Ausgangsgewebe
5 kénnen gegebenenfalls vorhandene Zellen schonend
durch mechanische, enzymatische oder chemische Be-
handlung entfernt werden. Die Kollagenfasern werden
in phosphatgepufferter Kochsalzldsung (PBS) (pH
7,2) gesammelt, in 70%-igem Alkohol 10 min ober-
10 fléchlich desinfiziert und anschlieBend grindlich
mit PBS gewaschen. Das Gewicht der Fasern wird be-
stimmt und die Fasern werden in eine 0,1%-ige Es-
sigsdureldsung {lberfiihrt (Endkonzentration etwa 8
bis 12 mg/ml). Dieser Ansatz wird etwa 3 bis 14 Ta-
15 ge bei 4°C gerihrt - und anschlieBend werden die
nicht geldsten Kollagenteile mittels Zentrifugation
(1000 Upm, 1 Stund, 8°C) entfernt. Dadurch liegt
das Kollagen in Losung und nicht in Faser-, Gerlist-

oder Matrixform vor.

20 Herstellung der dermale Fibroblasten enthaltenden

Kollagengele (Ansatz fiir 24 Inserts)

16 ml Kollagenldésung werden in ein 50 ml-
Zentrifugenrdthrchen gegeben und auf Eis gestellt.
Vorkultivierte dermale Fibroblasten werden geernet
25 und ausgezdhlt. 1,2 x 10° Fibroblasten werden in 8
ml eiskalte Gelldsung aufgenommen, gut suspendiert
und luftblasenfrei in die Kollagenldsung gegeben.
Gellosung und Fibroblasten werden gut gemischt. Je-
wells 600 pl des Gemisches werden vorsichtig in die
30 Vertiefung einer Mikrotiterplatte mit 24 Vertiefun-
gen (Durchmesser Jje Vertiefung 10 mm) gegossen.

Durch eine zweiminiitige Inkubation bei 37°C erfolgt
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eine Gelierung des Gemisches. Nach dem Gelieren des
Gemisches werden jeweils 50 pl Fibronectin (5
pg/ml) auf jedes Insert gegeben. Nach einer 10-
miniitigen Inkubation bei 37°C beziehungsweise einer
5 30-mintitigen Inkubation bel Raumtemperatur wird pro
Vertiefung 1 ml M199-Medium =zugegeben, wobel die
Inserts mit dem Medium iiberschichtet werden. Die im
Gel enthaltenen Fibroblasten werden etwa 1 bis 2
Tage dieser Submers-Kultivierung bei 37°C unterwor-
10  fen, wobei jewells nach 12 Stunden das Medium gegen

frisches Medium ausgetauscht wird.

Aussaat der Keratinocyten und Kultivierung des in

vitro—Hauttestsystems

Vor der Aussaat der Keratinocyten wird zun&chst
15 vorsichtig das Medium in den Vertiefungen der
Mikrotiterplatte und von den Gelen abgesaugt. Dann
‘werden pro Vertiefung 500 pl KBM-Medium (Clone-
tics), enthaltend 5% FCS, zugegeben. Die Gele wer-
den mit jeweils 50 pl Fibronectin-L&ésung beschich-
20 tet und 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Dann werden
pro Gel 100.000 Keratinocyten in 50-100 pl KBM-
Medium, enthaltend 5% FCS, ausgesdt und 1 bis 2
Stunden bei 37°C inkubiert. AnschlieBend werden 500
pl KBM-Medium, enthaltend 5% FCS, 8 mM CaCl,, hEGF
25 (0,1 pg/500 ml Medium) und BPE (15 mg/500 ml Medi-
um), zugegeben und die Gele werden 1 bis 3 Tage ei-
ner Submers-Kultivierung unterworfen, wobei das Me-
dium t&glich gegen frisches Medium ausgetauscht
wird. Danach werden die Gele weitere 2 bis 3 Tage
30 in jeweils 1 bis 1,5 ml KBM-Medium, enthaltend ent-
haltend 2% FCS, 8 mM CaCl,, hEGF (0,1 pg/500 ml Me-
dium) und BPE (15 mg/500 ml Medium), einer Submers-
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Kultivierung unterworfen. Danach werden die Gele
mit dem sich entwickelnden Hautdquivalent einex
Airlift-Kultivierung unterworfen. Dazu wexrden die
Gele in eine Platte mit 6 Vertiefungen umgesetzt
und pro Vertiefung werden 1,5 bis 2 ml KBM-Medium
mit einem CaCl,-Gehalt wvon 1,88 mM ohne hEGE und
BPE zugegeben, wobei der Spiegel des Mediums genau
auf die Hbhe des Gels abgestimmt wird, wdhrend-die
Keratinocyten oder die durch Keratinocyten gebilde-
ten Schichten nicht vom Medium bedeckt werden. Die
Airlift-Kultivierung wird mindestens 12 bis 14 Tge
fortgefihrt.

Beispiel 2:

Herstellung eines dreidimensionalen humanen in

vitro-Darmtestsystems

Herstellung einer Gelldsung

77,5 Teile 2-fach konzentriertes DMEM-
Zellkulturmedium (Life Technologies, Kat. Nr. 41966
oder 52100, 1999), 20 Teile FCS, 2,5 Teile HEPES-
Puffer (71,49 g in 100 ml PBS-L6sung, pH-Wert 7,8)
werden gemischt und der pH-Wert des Gemisches wird
auf 7,4 eingestellt. Das Gemisch wird sterilfilt-

riert.

Herstellung der Fibroblasten enthaltenden Kollagen-

gele (Ansatz fiir 24 Inserts)

7,5 ml Kollagenldsung werden in ein 50 ml-
zentrifugenrdhrchen gegeben und auf Eis gestellt.
Vorkultivierte Fibroblasten werden geernet und aus-
gezdhlt. 1,2 x 10° Fibroblasten werden in 7,5 ml

PCT/EP01/06072
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eiskalte Gelldsung aufgenommen, gut suspendiert und
luftblasenfrei in die Kollagenldsung gegeben. Kol-
lagenlésung und Gelldsung mit Fibroblasten werden
gut gemischt. Jeweils 300 pl des Gemisches werden
vorsichtig in die Vertiefung eines Inserts gegos-
sen. Die Inserts befinden sich in einer Mikroti-
terplatte mit 24 Vertiefungen. Durch eine zweimini-
tige Inkubation bei 37°C erfolgt eine Gelierung des
Gemisches. Nach dem Gelieren des Gemisches werden
jeweils 1 ml Medium auf und neben jedes Insert ge-
geben. Die im Gel enthaltenen Fibroblasten werden
etwa 1 bis 3 Tage dieser Submers-Kultivierung bei
37°C unterworfen, wobei jeweils nach 48 Stunden das

Medium gegen frisches Medium ausgetauscht wird.

Aussaat der Darmepithelzellen und Kultivierung der

Darmaquivalente

Vor der Aussaat der Caco2-Zellen wird zun#dchst vor-
sichtig das Medium in den Vertiefungen der Mikroti-
terplatte und von den Gelen abgesaugt. Dann werden
pro Gel 200.000 Epithelzellen in 200 pl DMEM-Medium
(vergleiche vorstehend), enthaltend 10% FCS, ausge-
sdt, neben die Inserts ca. 600 pl Medium gegeben
und 10 bis 20 Tage bei 37°C kultiviert. Der Medi-

umswechsel erfolgt alle 48 Stunden.

Ein so hergestelltes Darmdquivalent ist in Figur 1

gezeigt.

PCT/EP01/06072
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Beispiel 3:

Cokultivierung von Candida albicans mit dem in
vitro-Hauttestsystem beziehungsweise dem im vitro-
Darmtestsystem zur Bestimmung der Adhdsion des

5 Pathogens an Zellen

Zur Bestimmung der Adhdsion des Pathogens an Zellen
wurden jeweils 12 in Submers-Kultur gehaltene In-
serts des humanen in vitro-Hautsystems beziehungs-
weise jeweils 12 in Submers-Kultur gehaltene In-
10 serts des in vitro-Darmsystem mit jeweils 10° pa-
thogenen Organismen des virulenten Candida-Stamms
Sc5314 oder des avirulenten Candida-Stamms Can34
infiziert (Lo et al., Cell 90 (1997), 937-949). An-
schlieBend wurden die Inserts unter Schiitteln bei
15 37°C 30, 60, 90, 120, 150 oder 180 min inkubiert.

Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde der Uberstand
entnommen und auf Petrischalen mit YPD-N&hrboden
ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit von 2 Ta-
gen wurden die Kolonien auf den Petrischalen ausge-
20 z&hlt. Aufgrund des Vergleichs zwischen der ermit-
telten Kolonienzahl und der urspringlich inokulier-
ten Zahl der Pathogene wurde ermittelt, dass an dem
in vitro-Hautmodell etwa 95% des virulenten Stammes
nach 2 Stunden und 10% des avirulenten Stammes an-
25 hafteten. Bei dem in vitro-Darmmodell zeigten etwa
95% des virulenten Stamms (Figur 2) und 10% des a-

virulenten Stamms Adh&dsion.

30
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Beispiel 4:

Cokultivierung von Candida albicans mit dem in
vitro-Hauttestsystem beziechungsweise dem im vitro-
Darmtestsystem zur Bestimmung der Penetration von

5 Zellen durch das Pathogen

Zur Bestimmung der Penetration des Pathogens wurde
jewells 12 in Airlift-Kultur gehaltene Inserts des
in wvitro-Hautsystems und Jjeweils 12 in Airlift-
Kultur gehaltene Insérts des in vitro-Darmsystems
10 mit jeweils 103 pathogenen Organismen des virulen-
ten Candida-Stamms Scb5314 oder des avirulenten Can-
dida-Stamms Can34 infiziert. Anschliefend wurden

die Inserts bis zu 3 Tage bei 37°C inkubiert.

Das Eindringen des Pathogens in die organoiden
15 Strukturen wird nach etwa 18 bis 24 Stunden mittels
histologischer Verfahren an Dinnschnitten unter-
sucht, wobei sowohl bei dem in vitro-Hautsystem als
auch bei dem in vitro-Darmsystem das PAS-
Farbeverfahren verwendet wird. Anhand der histolo-
20 gischen Schnitte wurde der Invasionsprozess des vi-
rulenten Candida-Stammes bis in tiefere Schichten
der bindegewebsdhnlichen Matrix dokumentiert (Figur
3). Dabei wurde gezeigt, dass der virulente Candi-
da-Stamm sich sternférmig von der Infektionsstellé
25 in das Bindegewebe ausbreitet, wohingegen der avi-
rulente Stamm die Epithelzellen nicht durchdringen

konnte und auch keine Adhé&dsion zeigte.

30
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Beispiel 5:

EinfluB von Antimykotika auf die Adhdsion von Can-

dida albicans an Haut- und Darmzellen in vitro

Zur Bestimmung des Einflusses von Antimykotika auf
5 die Adh&sion von Candida albicans an Haut- und-
Darmzellen wurde Jjeweils 12 in Submers-Kultur ge-
haltene Inserts des in wvitro-Hauttestsystems und
jeweils 12 Inserts des in vitro-Darmtestsystems mit
Jewells 10° pathogenen Organismen des virulenten;
10 Candida-Stamms Sc5314 oder des avirulenten Candida-
Stamms Can34 infiziert. Zu 5 Inserts wurde Amphote-
ricin B in einer Konzentration wvon 0,1; 0,5; 1,0
und 2,0 pg/pl und zu 5 Inserts wurde Fluconazol in
einer Konzentration von 0,1; 0,5; 1,0 und 2,0 pg/upl
15 gegeben. Anschliefend wurden die 1Inserts unter
Schiitteln bei 37°C bis zu 3 Tagen inkubiert.

Nach 16, 24, 72, 86 und 98 Stunden wurden Aliquots
entnommen und auf Petrischalen mit YPD-N&hrboéden
ausplattiert. Nach einer Inkubationszeit wvon 2 Ta-
20 gen wurden die Kolonien auf den Petrischalen ausge-
zdhlt. Aufgrund des Vergleichs zwischen der ermit-
telten Kolonienzahl der Proben ohne Zugabe eines
Antimykotikums und der Kolonienzahl bei Proben mit
Zugabe eines Antimykotikums wurde.ermittelt, dass
25 die Adh&sion des virulenten Candida-Stammes erst
durch Zugabe von Amphotericin B und Fluconazol und
durch eine Inhibition des Wachstums unterbunden

werden konnte.

30
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Beispiel 6:

Cokultivierung von Candida albicans mit dem in
vitro-Hauttestsystem beziehungsweise dem im vitro-
Darmtestsystem zur Bestimmung der Penetration des

5 Pathogens

Zur Bestimmung des Einflusses von Antimykotika auf
die Penetration von Candida albicans in Haut- und
Darmzellen wurde jeweils 12 in Airlift-Kultur ge-
haltene Inserts des in vitro-Hautsystems und je-
10 weils 12 Inserts des in vitro-Darmsystems mit je-
weils 10° pathogenen Organismen des virulenten Can-
dida-Stamms Sc5314 oder des avirulenten Candida-
Stamms Can34 infiziert. Zu 5 Inserts wurde Amphote-
ricin B in einer Konzentration wvon 0,1; 0,5; 1,0
15 und 2,0 pg/pl und zu 5 Inserts wurde Fluconazol in
einer Konzentration von 0,1; 0,5; 1,0 und 2,0 pg/pl
gegeben. Anschliefend wurden die Inserts unter
Schiitteln bei 37°C bis zu 3 Tage inkubiert.

Das Eindringen des Pathogens in die organoiden
20 Strukturen wird nach etwa 18 bis 24 Stunden mittels
histologischer Verfahren an Dinnschnitten gemaR
Beispiel 4 untersucht. Es konnte gezeigt werden,
dass die Zugabe von Amphotericin B und Fluconazol
die Invasion des virulanten Candida-Stammes offen-

25 bar durch Inhibition dessen Wachstums unterbindet.
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Anspriiche

5 1. Verfahren =zur Herstellung eines einschichtigen
menschlichen oder tierischen in vitro-
Gewebetestsystems, wobei menschliche oder tierische
Zellen in eine dreidimensionale, gelartige Biocmat-
rix, enthaltend mindestens 3 mg/ml Kollagen in ge-

10 puffertem serum-haltigen Zellkulturmedium, einge-
bettet und in dieser so kultiviert werden, dass ein

einschichtiges in vitro-Gewebesystem gewonnen wird.

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobeili die Kultivie-
rung der menschlichen oder tierischen Zellen eine
15 mindestens ein- bis zweitdgige Submerskultur um-

fasst.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich
bei den menschlichen oder tierischen Zellen um
nicht-entartete Zellen, entartete Zellen oder ein

20 Gemisch davon handeln kann.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei es sich
bel den menschlichen oder tierischen Zellen um gen-
technisch ver&dnderte Zellen oder ein Gemisch von
gentechnisch unver&dnderten Zellen und gentechnisch

25 verdnderten Zellen handeln kann.

4
5. Verfahren zur Herstellung eines einschichtigen
menschlichen oder tierischen in vitro-

Gewebetestsystems nach einem der Anspriiche 1 bis 5,
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umfassend das Isolieren von kollagenhaltigem Gewe-
be, das Uberfiihren des kollagenbaltigen Gewebes in
saure LOsung, das Inkubieren des in die saure L&-
sung {berfithrten Kollagengewebe bei 2 bis 10°C,
5 insbesondere 4°C, das Abzentrifugieren nicht gelds-
ter Kollagenanteile, das Mischen der erhaltenen
Kollagenldsung bei 2 bis 10°C, vorzugsweise 4°C,
mit einer Losung, enthaltend die zu kultivierenden
menschlichen oder tierischen Zellen, Zellkulturme-
10 dium, Serum und Puffer, und das Gelieren der ge-

mischten L&sung durch Erhéhung der Temperatur.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wo-
bei die menschlichen oder tierischen Zellen nach
Kultivierung in der dreidimensionalen, gelartigen
15 Biomatrix aus dieser herausgeldst und in hoherer
Zelldichte weiter kultiviert werden, so dass ein

einschichtiges in vitro-Gewebesystem gewonnen wird.

7. Verfahren zur Herstellung eines dreidimensiona-
len mehrschichtigen menschlichen oder tierischen in
20 vitro—Organ—'oder Gewebetestsystems, wobei Zellen
eines ersten menschlichen oder tierischen Gewebe-
typs in eine dreidimensionale, gelartige Biomatrix,
enthaltend mindestens 3 mg/ml Kollagen in gepuffer-
tem serum-haltigen Zellkulturmedium, eingebettet
25 und in dieser einer mindestens ein- bis zweitdgigen
Kultivierung unterworfen werden und wobei danach
Zellen eines zweiten menschlichen oder tierischen
Gewebetyps in einem Zellkulturmedium auf der Bio-
matrix ausgesdt und danach weiter kultiviert werden
30 und wobeil danach gegebenenfalls in einem optionalen
welteren Schritt Zellen welterer menschlicher oder

tierischer Gewebetypen in Zellkulturmedium ausgesit
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und danach weiter kultiviexrt werden, so dass ein
dreidimensionales mehrschichtiges in vitro-Organ-

oder Gewebetestsystem gewonnen wird.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Kultivie-
rung der Zellen des ersten menschlichen oder tieri-
schen Gewebetyps mindestens eine ein- bis zweitdgi-

ge Submerskultur umfasst.

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei die Kul-
tivierung der Zellen de§ zwelten menschlichen oder
tierischen Gewebetyps mindestens eine 2- bis 6-
tdgige Submerskultur und mindestens eine 10- bis

l4-tagige Airlift-Kultur umfasst.

10. Verfahren nach einem dervAnspruche 7 bis 9, wo-
bei die Zellen des zweiten menschlichen oder tieri-
schen Gewebetyps und gegebenenfalls die Zellen der
weiteren menschlichen oder tierischen Gewebetypen
einen hohen Anteil undifferenzierter Stammzellen

oder/und von Immunsystemzellen aufweisen.

11. Verfahren nach einem der Anspriche 7 bis 10,
wobei es sich bei den Zellen des ersten menschli-
chen oder tierischen Gewebetyps und den Zellen des
zweiten menschlichen oder tierischen Gewebetyps so-
wie den Zellen der gegebenenfalls verwendeten wei-
teren menschlichen oder tierischen Gewebetypen um
nicht-entartete, entartete Zellen oder ein Gemisch

davon handeln kann.

12. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 10,
wobei es sich bel den Zellen des ersten menschli-
chen oder tierischen Gewebetyps und den Zellen des

zweiten menschlichen oder tierischen Gewebetyps so-

PCT/EP01/06072
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wie den Zellen der gegebenenfalls verwendeten wei-
teren menschlichen oder tierischen Gewebetypen um
gentechnisch verdnderte Zellen oder ein Gemisch von
gentechnisch unverdnderten Zellen und gentechnisch

veradnderten Zellen handeln kann.

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12,
wobei es sich bei den Zellen des ersten menschli-
chen oder tierischen Gewebetyps um dermale
Fibroblasten und bei den Zellen des zweiten mensch-
lichen oder tierischen Gewebetyps um Keratinocyten
handelt, so dass nach Kultivierung ein dreidimensi-

onales in vitro-Hauttestsystem hergestellt wird.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12,

wobel es sich bei den Zellen des ersten menschli-
chen oder tierischen Gewebetyps um Bindegewebszel-
len des Darms und bei den Zellen des zweiten
menschlichen oder tierischen Gewebetyps um Entero-
cyten oder Darmepithelzellen ‘handelt, so dass nach
Kultivierung ein dreidimensionales in vitro-

Darmtestsystem hergestellt wird.

15. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12,
wobei es sich bei den Zellen des ersten menschli-
chen oder tierischen Gewebetyps um Cornea-
Endothelzellen, bei den Zellen des zweilten mensch-
lichen oder tierischen Gewebetyps um Cornea-
Keratinocyten und bei den Zellen eines weiteren,
dritten menschlichen oder tierischen Gewebetyps um
Cornea-Epithelzellen handelt, so dass nach Kulti-
vierung ein dreidimensionales in vitro-Cornea-

Testsystem hergestellt wird.

PCT/EP01/06072
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16. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12,
wobei es sich bei den Zellen des ersten menschli-
chen oder tierischen Gewebetyps um Fibrobiasten,
insbesondere Trachea-Fibroblasten und bei den Zel-
5 len des zweiten menschlichen oder tierischen Gewe-
betyps um Trachea-Epithelzellen handelt, so dass
nach Kultivierung ein dreidimensionales in vitro-

Trachea-Testsystem hergestellt wixd.

17. Verfahren nach einem der Ansprliche 7 bis 12,
10 wobeil es éich bei den Zellen des ersten menschli-
chen oder tierischen Gewebetyps um Fibroblasten,
insbesondere Schleimhaut-Fibroblasten und bei den
Zellen des zweiten menschlichen oder tierischen Ge-
webetyps um Schleimhaut-Epithelzellen handelt, so
15 dass nach Kultivierung ein dreidimensionales  in

vitro-Schleimhaut-Testsystem hergestellt wird.

18. Verfahren zur Herstellung eines dreidimensiona--
len mehrschichtigen in vitro-Organ- oder Gewebe-
testsystems nach einem der Anspriiche 7 bis 17, um-
20 fassend das Isolieren von kollagenhaltigem Gewebe,
das Uberfilhren des kollagenhaltigen Gewebes in sau-
re Losung, das Inkubieren des in die saure Ldsung
iiberfiihrten Kollagengewebe bei 2 bis 10°C, insbe-
sondere 4°C, das Abzentrifugieren nicht geldster
25 Kollagenanteile, das Mischen der erhaltenen Kolla-
genlésung bei 2 bis 10°C, vorzugsweise 4°C, mit ei-
ner Losung, enthaltend die zu kultivierenden Zellen
eines ersten menschlichen oder tierischen Gewebe-
typs, Zellkulturmedium, Serum und Puffer, das Ge-
30 lieren der gemischten Lésung durch ErhShung der
Temperatur, das Inkubieren des gelierten Gemisches

bei 37°C und das Aussiden der Zellen des zweiten
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menschlichen oder tierischen Gewebesystems und ge-
gebenenfalls das Aussden der Zellen der weiteren
menschlichen oder tierischen Gewebetypen auf das

inkubierte, gelierte Gemisch.

5 19. Verfahren nach einem der Anspriliche 1 bis 18,
wobel die eingebettete menschliche oder tierische
Zellen enthaltende Biomatrix hergestellt wird, in-
dem aus einem Gewebe isolierte Kollagenfasern in
saurer Loésung 3 bis 14 Tage bei 2 bis 10°C, vor-

10 zugsweise 4°C, geriihrt, nicht geldste Kollageﬁan—
teile abzentrifugiert und die erhaltene fertige
Kollagenldsung mit einem Kollagengehalt von 3 mg/ml
bis 8 mg/ml mit einer Ldsung, enthaltend die einzu-
bettenden menschlichen oder tierischen Zellen,

15  zellkulturmedium, Serum und Puffer, bei 2 bis 10°C,
vorzugsweise 4°C, gemischt und anschlieBend bei ho-
herer Temperatur, vorzugsweise bei Raumtemperatur

bis 37°C, geliert wird.

20. Verfahren nach Anspruch 19, wobei die saure Lo-
20 sung Essigsdureldsung, insbesondere 0,1%-ige Essig-

sdureldsung, ist.

21. Verfahren nach Anspruch 19 oder 20, wobei die
Losung, enthaltend die Zellen, 7Zellkulturmedium,
Serum und Puffer, in einem Volumenverh&ltnis von

25 1:1 mit der kollagenhaltigen Ldsung gemischt wird.

22. Einschichtiges in-vitro-Gewebetestsystem herge-
stellt nach einem Verfahren gem&B einem der Ansprii-
che 1 bis 6 oder 19 bis 21.
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23. Dreidimensionales mehrschichtiges in vitro-
Hauttestsystem, hergestellt nach einem Verfahren
gemdB einem der Anspriliche 7 bis 13 oder 18 bis 21.

24. Dreidimensionales mehrschichtiges in vitro-

5 Darmtestsystem, hergestellt nach einem Verfahren
gemdl einem der Anspriiche 7 bis 12, 14 oder 18 bis
21.

25. Dreidimensionales mehrschichtiges in vitro-

Cornea~Testystem, hergestellt nach einem Verfahren

10 gemdl einem der Ansprlche 7 bis 12, 15 oder 18 bis
21.

26. Dreidimensionales mehrschichtiges in vitro-

Trachea~Testsystemn, hergestellt nach einem Verfah-

ren gemdf einem der Anspriiche 7 bis 12, 16 oder 18
15 bis 21.

27. Dreidimensionales mehrschichtiges in vitro-
Schleimhaut-Testsystem, hergestellt nach einem Ver-
fahren gemdR einem der Anspriiche 7 bis 12 oder 17
bis 21.

20 '28. Verfahren =zur Untersuchung des Infektionspro-
zesses eines pathogenen oder parasitdren Mikroorga-
nismus an einem menschlichen oder tierischen Gewe-
be, umfassend das Inkontaktbringen eines einschich-
tigen in vitro-Gewebetestsystems gemdR Anspruch 22

25 oder eines dreidimensionalen mehrschichtigen in
vitro-Organ- oder Gewebetestsystems gemidR einem der
Anspriiche 23 bis 27 mit einem pathogenen oder para-
sitdren Mikrorganismus und die Cokultivierung des
Mikroorganismus mit dem ein- oder mehrschichtigen

30 in vitro-Organ- oder Gewebetestsystem unter Bedin-
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gungen, die die anschlieBende oder gleichzeitige

Untersuchung des Infektionsprozesses erlauben.

29. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die Cokulti-
vierung in einer Submerskultur erfolgt und die Ad-
5  hision des Mikroorganismus an Zellen des ein- oder-
mehrschichtigen in vitro-Organ- oder Gewebetestsys-

tems ermittelt wird.

30. Verfahren nach Anspruch 28, wobei die Cokulti-
vierung in einer Airlift-Kultur erfolgt und die Pe-
10 netration des Mikroorganismus in Zellen des ein-
oder mehrschichtigen in vitro-Organ~ oder Gewebe-

testsystems ermittelt wird.

31. Verfahren zur Bestimmung der Wirkung einer che-
mischen Substanz oder eines Agens auf den Infekti-
15 onsprozess eines pathogenen oder parasitdren Mikro-
organismus an einem menschlichen oder tierischen
Gewebe, umfassend das Inkontaktbringen eines ein-
schichtigen in vitro-Gewebetestsystems gemdB An-
spruch 22 oder eines dreidimensionalen in vitro-
20 Organ—- oder Gewebetestsystems gemd8R einem der An-
spriiche 23 bis 27 mit einem pathogenen oder parasi-
tdren Mikrorganismus, die Cokultivierung des Mikro-
organismus mit dem ein- oder mehrschichtigen in
vitro-Organ- oder Gewebetestsystem in Ab- und Anwe-
25 senheit der zu untersuchenden Substanz oder des A-
gens und die Bestimmung der Wechselwirkung zwischen
dem ein- oder mehrschichtigen in vitro-Organ- oder
Gewebetestsystem, dem Mikroorganismus und der zu

testenden Substanz oder dem zu testenden Agens.
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32. Verfahren nach Anspruch 31, wobei der Einfluss
der zu testenden Substanz oder des zu testenden A-
gens auf die Adhésion des Mikroorganismus bestimmt

wird.

33. Verfahren nach Anspruch 31, wobel der Einfluss
der zu testenden Substanz oder des zu testenden A-
gens auf die Penetration des Mikroorganismus be-

stimmt wird.

34. Verfahren nach Anspruch 31, wobeil der Einfluss
der zu testenden Substanz oder des zu testenden A-
gens auf die Wachstumsrate des Mikroorganismus be-

stimmt wird.

35. Verfahren zur Bestimmung der Wirkung einer che-
mischen Substanz oder eines Agens auf nicht-
entartete oder entartete menschliche oder tierische
Zellen, umfassend das Inkontaktbringen der chemi-
schen Substanz oder des Agens mit eihem aus entar-
teten und/oder nicht-entarteten menschlichen oder
tierischen Zellen aufgebauten einschichtigen in
vitro-Gewebetestsystem gemafh Anspruch 22 oder einem
aus entarteten und/oder nicht-entarteten menschli-
chen oder tierischen Zellen aufgebauten dreidimen-
sionalen in vitro-Organ- oder Gewebetestsystem ge-
méfl einem der Anspriiche 23 bis 27 und Bestimmung
der Wechselwirkung =zwischen dem ein- oder mehr-
schichtigen in vitro-Organ- oder Gewebetestsystem

und der chemischen Substanz oder dem Agens.
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