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69 Verfahren und Vorrichtung zum Ziichten von tierischen und humanen Gewebezellen.

@ In einem Verfahren und einer Vorrichtung zum Ziich-

ten von tierischen und humanen Gewebezellen wer-
den die Gewebezellen durch Zufuhr eines sauerstoffhalti-
gen Gases in Suspension derart gehalten, dass sich die
Zellen nicht abseizen kénnen und trotzdem ausreichend
mit Nihrldsung und Gas versorgt werden. Die Vorrich-
tung besteht aus einem geschlossenen Behilter mit einer
zylindrischen Leiteinrichtung, die so dimensioniert ist,
dass innerhalb und ausserhalb der Leiteinrichtung (8)im
wesentlichen gleich grosse Stromungsquerschnitte vor-
handen sind. Eine im Boden des Behiltnisses (1) vorgese-
hene Lochplatte (2) weist Offnungen (2') im Bereich des
inneren Umkreises der Leiteinrichtung auf, deren Durch-
messer so dimensioniert sind, dass eine optimale Arbeits-
weise gewihrleistet wird. Ein Diagramm zeigt das Zell-
wachstum von lymphoblastoiden Zellen.
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PATENTANSPRUCHE standige Aufrechterhaltung der Suspension gesorgt werden.
1. Verfahren zum Ziichten von tierischen und humanen Dies wird bisher dadurch erreicht, dass die Nihrlosung durch

Gewebezellen in einem geschlossenen Behilter, indemsiein ~ mechanische Riihrer, Magnetriihrer oder Vibrationsmischer
einer Nihrsubstratlosung in Suspension gehalten werden, unter Sauerstoffzufuhr in Bewegung versetzt wird.
unter Zufuhr eines sauerstoffhaltigen Gases, dadurch 5 Diebekannten Vorrichtungen arbeiten zufriedenstellend,
gekennzeichnet, dass die Zellen in dem Behélter nur durch solange es sich um relativ kleine Behéltnisse und Fluid-
die Gaszufuhr so in einer eine Umwilzstromung ausfiih- mengen handelt. Probleme ergeben sich jedoch, wenn die
renden Suspension gehalten werden, dass die Suspension Ziichtung in grosserem Massstab durchgefiihrt werden soll.

durch die Gaszufuhr in einer Zirkulationsbewegung zwischen  Zunéchst iibt bei den bekannten Rithrern, Mischern und dgl.
zwei Zonen geringfiigig unterschiedlichen hydrostatischen 10 das Rithrorgan, z.B. ein Riihrblatt, relativ grosse Scherkréfte
Drucks zu einer Umwilzstrdmung mit einer Geschwindigkeit  auf die Zellen aus, was zu starken mechanischen Zellschidi-

veranlasst werden, die ausreicht, um ein Absetzen der Zellen  gungen und damit zu schlechten Wachstumsraten fiihrt. Aus-

aus der Suspension zu vermeiden. serdem haben grossere Vorrichtungen den Nachteil eines

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, relativ grossen appparativen Aufwandes zum Bewegen des
dass das sauerstoffhaltige Gas der Ndhrsubstratlosung in 15 Rithr- bzw. Mischorganes, wobei als nachteilig bei mechani-
Form von aufsteigenden, in ihrer Grosse einstellbaren Gas- schen Riihrern noch hinzukommt, dass die Riihrerwelle aus
blasen zugefiihrt wird. dem Behiiltnis herausgefiihrt werden muss, d.h. eine Schmie-

3. Vorrichtung zur Ausiibung des Verfahrens nach rung erfordernde Wellenlagerung vorgesehen werden muss,
Anspruch 1, bestehend aus einem Behiltnis zur Aufnahme wodurch eine Sterilhaltung des Behiltnisinhaltes nur mit
von in einer fliissigen Nédhrsubstratlosung suspendierten 20 Schwierigkeiten erreicht werden kann. Schliesslich muss bei

Zellen, wobei im Behiltnis eine in die fluide Ndhrsubstratlo-  grosseren Behdltnissen und Behiltnisinhalten Sauerstoff
sung eingetauchte Leiteinrichtung fiir eine Zirkulationsbewe-  zwangsweise durch Einleiten eines sauerstoffhaltigen Gases
gung der Nihrsubstralosung angeordnet ist und auf deren zugefiihrt werden, wodurch sich in Verbindung mit der Wir-
einen Seite eine Einrichtung in das Behéltnis miindet, mit kung des Rithrers, Mischers oder dgl. in der Regel eine
welcher in die Ndhrsubstratlosung sauerstoffhaltiges Gas ein- 25 betrichtliche Schaumbildung ergibt, weil alle N&hrldsungen
blasbar ist und das Behiltnis und die Leiteinrichtung zylind-  fiir Zellkulturen eiweisshaltig sind.

risch ausgebildet sind und die Leiteinrichtung in einem Es ist auch bekannt, Gewebezellen auf einer Trégerober-
solchen Abstand vom Boden und von der Seitenwandung des  flache in Form einer Schicht aufzubringen und diese durch
Behiltnisses angeordnet ist, dass innerhalb und ausserhalb die Nihrsubstratldsung langsam hindurchuzufiihren. Als

der Leiteinrichtung im wesentlichen gleich grosse Stromungs- 30 Trigeroberflichen konnen z.B. Glasrohre dienen. Die erfor-
querschnitte vorhanden sind, dadurch gekennzeichnet, dass derliche Apparatur ist im Vergleich zur Leistung verhéltnis-
die Gaszufiihreinrichtung eine im Boden des Behiltnisses (1)  méssig gross.

vorgesehene Lochplatte (2) aufweist, deren Offnungen (2') Aus der AT-PS 295 477 ist ferner bekannt, bei der Ziich-
innerhalb der Projektion des Umkreises der Leiteinrichtung tung von Mikroorganismen, einen Fermenter einzusetzen,
(8) liegen. 35 der als sogenannter Schlaufenreaktor ansgebildet ist. Der

4. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, Fermenter ist in zwei Abteilungen unterteilt, und zwar in ein
dass die Lochplatte (2) 2 bis 10, vorzugsweise 4 Offnungen Steigrohr und in ein Fallrohr. Im Steigrohr wird bei hoherem
(2") aufweist. Druck Luft und/oder Sauerstoff zugefiihrt und aufgeldst und

5. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, im Fallrohr bei niedrigem Druck Kohlendioxid, das wéhrend
dass die Offnungen einen Durchmesser von 0,5-5,0 mm auf- 4 der Fermentierung erzeugt wird, abgefiihrt, wobei ausserdem

weisen. Oxidationswirme abgeleitet wird. Im Fallrohr wird

6. Vorrichtung nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, gegeniiber dem Steigrohr eine reativ niedrige Stromungsge-
dass das Behiltnis (1) einen in der Seitenansicht im wesent- schwindigkeit aufrechterhalten. Das Gas wird zur Erzielung
lichen U-férmigen, durch ein Rohr gebildeten Behéltnisteil einer staren Turbulenz mit einer hohen, vorzugsweise 0,5 bis
aufweist, wobei die Rohrinnenseite die Leiteinrichtung (8) 45 2 m/sec betragenden Strdmungsgeschwindigkeit einge-
bildet und die Lochplatte (2) in einen der vertikalen Rohr- blasen, so dass die die Mikroorganismen und die Néhrsalze
schenkel ausmiindend ist. enthaltende Fliissigkeit durch das Einblasen aufgeschdumt

wird. Dieses Verfahren eignet sich nicht fiir die Ziichtung von
tierischen und humanen Gewebezellen.
50  Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, ein Verfahren
und eine Vorrichtung zum Ziichten von tierischen und
Die Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren und eine Vor-  humanen Gewebezellen zu schaffen, bei welchen die vorste-
richtung zum Ziichten von tierischen und humanen Gewebe-  hend geschilderte Gefahr der Zerstorung von Zellsubstanz

zellen in einem geschlossenen Behiltnis, in dem sie in einer ‘bei ausreichender Sauerstoffversorgung vermieden ist und
Nihrsubstratlosung in Suspension gehalten werden, unter s die sich fiir Gewebezellkulturen in beliebiger Grosse eignen.
Zufuhr eines sauerstoffhaltigen Gases. Ein diese Aufgabe 16sendes Verfahren ist dadurch gekenn-
Bei der Ziichtung von tierischen und humanen Gewebe- zeichnet, dass die Zellen in dem Behlter nur durch die Gas-
zellen werden die Zellen in der Regel in einer fluiden Néhr- zufuhr so in einer eine Umwilzstrémung ausfithrenden
substratldsung suspendiert gehalten, wobei zugleich die fiir Suspension gehalten werden, dass die Suspension durch die
das Wachstum erforderlichen Parameter, wie Temperatur, 60 Gaszufuhr in einer Zirkulationsbewegung zwischen zwei
Sauerstoffkonzentration usw. eingestellt werden. Zonen geringfiigig unterschiedlichen hydrostatischen
Wenn die die Gewebezellen enthaltende fluide Néhrsub- Druckes zu einer Umwalzstromung mit einer Geschwindig-
stratlosung in einem Behéltnis ruhig steht, so setzen sich die keit veranlasst werden, die ausreicht, um ein Absetzen der
Zellen wegen ihres grosseren spezifischen Gewichtes am Zellen aus der Suspension zu vermeiden.
Behaltnisboden ab bzw. lagern sich an der Behiltniswand an, ¢s  Durch die Erfindung wird erreicht, dass praktisch keine
was infolge der sich ergebenden hohen Zelldichte zur Folge mechanische Schddigung der hochempfindlichen Gewebe-
hzi, dass die Diffusion zum Nahrstoffnachschub nicht aus- zellen auftreten kann und eine Schaumbildung im wesent-

ieicht und die Zellen absterben. Es muss deshalb fiir eine lichen hintangehalten wird. Eine gleichmissige, im wesent-
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lichen turbulenzfreie Suspension wird iiber das gesamte einrichtung 8 angeordnet, deren Durchmesser so gewdhlt ist,
Behiltnis aufrechterhalten. Die Umwilzstromungsgeschwin-  dass die Querschnittsfliche der Leiteinrichtung etwa halb so
digkeit ist an allen Stellen des Behéltnisses im wesentlichen gross wie die gesamte Querschnittfldche des Behilters 1 ist.

gleich gross. Da das zugefiihrte Gas gleichzeitig als Antriebs-  Die Leiteinrichtung 8 wird vom oberen Deckel 3 getragen
mittel und als Triiger fiir den erforderlichen Austauschvon 5 und ist so angeordnet, dass sie mit dem Boden und der Wan-
Sauerstoff und Kohlendioxid dient, kann ein ausreichender dung des Behilters 1 im wesentlichen gleich grosse Stro-

Stoffaustausch ohne Schwierigkeiten gewéhrleistet werden. mungsquerschnitte begrenzt. An der Aussenseite des Behél-
Ein wesentlicher Vorteil der Erfindung besteht darin, dass ters 1 ist im unteren Abschnitt desselben eine Heizwicklung 9
sich die erliuterte Verfahrensweise auf beliebig grosse Behilt-  vorgesehen. In dem Deckel 3 ist ein Gasauslass 10
nisinhalte anwenden ldsst. 10 angeordnet.

In giinstiger Weise wird das sauerstoffhaltige Gas der Im Betrieb der Vorrichtung wird der Behélter 1 mit einer
Nihrsubstratlésung in Form von Gasblasen zugefiihrt, deren  Zellen in Suspension enthaltenden Néhrsubstratldsung so
Grosse einstellbar ist. hoch gefiillt, dass der Fluidspiegel in einem etwa dem

Eine diese Aufgabe l6sende Vorrichtung zum Ausiiben des  Abstand der Leiteinrichtung vom Behilterboden entspre-
angegebenen Verfahrens, die ein Behiltnis zur Aufnahme 15 chenden Abstand vom oberen Ende der Leiteinrichtung liegt.
von in einer fluiden Néhrsubstratlosung suspendierten Durch die Lochplatte 2 wird Sauerstoff und Kohlendioxid
Zellen aufweist und ist dadurch gekennzeichnet, dass die enthaltendes Gas, dessen Zusammensetzung in Abhingigkeit
Gaszufiihreinrichtung eine im Boden des Behiltnisses vorge-  vom Stoffbedarf der Kultur laufend eingeregelt wird, nur mit
sehene Lochplatte aufweist, deren Offnungen innerhalb der einem solchen Druck eingeblasen, der erforderlich ist, um

Projektion des Umkreises der Leiteinrichtung liegen. 2 das Gewicht der Fluidséule {iber den Offnungen 2’ der Loch-
Bei einer zweckmissigen Ausfithrungsform der Vorrich- platte zu iiberwinden und das Fluid in eine Zirkulationsbe-
tung sind das Behiltnis und die Leiteinrichtung im wesent- wegung zu versetzen. Das zugefiihrte sauerstoffhaltige Gas
lichen zylindrisch ausgebildet und die Leiteinrichtung ist in wird von dem an der Lochplatte 2 vorbeistromenden Fluid in
einem solchen Abstand vom Boden und von der Seitenwan- gleich grosse Blasen zerteilt, die im Innern der Leiteinrich-
dung des Behiltnisses angeordnet, dass innerhalb und aus- 25 tung unter Sauerstoffabgabe aufsteigen und einen Auftrieb
serhalb der Leiteinrichtung im wesentlichen gleich grosse der Nihrsbustratldsung bewirken. Infolge der erlduterten
Strédmungsquerschnitte vorhanden sind. Ausbildung und Anordnung der Leiteinrichtung 8 wird eine
Bewihrt hat sich eine Ausgestaltung, bei der die Gaszu- gleichmissige Zirkulationsstrdmung erzielt, die im Innern

fiihreinrichtung eine im Boden des Behaltnisses vorgesehene der Leiteinrichtung aufwirts und an der Aussenseite der Leit-
Lochplatte aufweist, deren Offnungen innerhalb der Projek- 30 einrichtung abwirts gerichtet ist. Die Gasblasen treten aus

tion des Umkreises der Leiteinrichtung liegen, wobei die dem Fluidspiegel infolge der relativ geringen Stromungsge-

Lochplatte zwei bis zehn, am besten vier Offnungen, insbe- schwindigkeit nahezu ohne Schaumbildung aus.

sondere mit einem Durchmesser von 0,5-5,00 mm, vorzugs- Die Locher 2/ der Lochplatte 2 sind beim gezeigten Bei-

weise 1,5 mm aufweist. spiel auf einem Kreis angeordnet, der innerhalb der Projek-
Bei einer anderen Vorrichtung ist vorgesehen, dass das 35 tion des Umkreises der Leiteinrichtung 8 liegt. Die Anzahl

Behiiltnis einen in der Seitenansicht im wesentlichen U-foér- und Grosse der Offnungen wird bei vorgegebenem Gasdruck

migen, durch ein Rohr gebildeten Behdltnisteil aufweist, je nach der gewiinschten Gasblasengrosse bzw. der durchzu-

wobei die Rohrinnenseite die Leiteinrichtung bildet,unddie  setzenden Gasmenge gewihlt.

Lochplatte in einen der vertikalen Rohrschenkel ausmiindet. Wie aus Fig. 1 ersichtlich ist, besteht die Leiteinrichtung 8
Die Erfindung ist mit vorteilhaften Ausgestaltungenan 4 beim dargestellten Beispiel aus zwei unter Bildung einer ring-

mehreren Ausfithrungsbeispielen anhand einer Zeichnung formigen Austrittséffnung 11 ineinandergreifenden

niher erldutert, in der zeigt: Abschnitten 8’, 87, die miteinander iiber Stege 12 verbunden

und von der Behilterwandung im Abstand gehalten sind.
Fig. 1 eine schematische Ansicht einer Vorrichtung geméss ~ Diese Konstruktion ermdglicht es, bei einem Chargewechsel

der Erfindung 45 einen Teil, z.B. die Hiilfte, der Kultur bzw. der Néhrsubstrat-
Fig. 2einen vergrésserten Lingsschnitt durch einen Teil 16sung abzuziehen und dabei den Vorrichtungsbetrieb mit
der Vorrichtung nach der Linie 2-2 in Fig. 1 verringerter Behélterfiillhohe aufrecht zu erhalten.
Fig. 3 und 4 in schematischer Darstellung abgewandelte Es kann beispielsweise die Lochplatte ringférmig ausge-

Ausfiihrungsformen der Vorrichtung gemdss der Erfindung bildet und so angeordnet sein, dass die Stromung an der Aus-
Fig. 5ein Diagramm, welches die Wirksamkeit des erfin- 50 senseite der Leiteinrichtung aufwiirts gerichtet ist, d.h. die
dungsgemissen Verfahrens veranschaulicht. Zirkulationsstrdmung umgekehrt wird. Die Lochplaite 2
kann aber auch beziiglich des Behilters exzentrisch
Die in Fig. 1 gezeigte Vorrichtung weist einen aufrechtste-  angeordnet und die Leiteinrichtung 8 als eine den Behiilter

henden, zylindrischen Behiilter 1, z.B. aus Glas, auf, der an mit Abstand vom Boden vertikal durchsetzende Trennwand
seiner Unterseite durch einen Boden aus einer dusseren Ring- 55 ausgebildet sein, wie dies schematisch in Fig. 3 gezeigt ist.
scheibe und einer mittigen Lochplatte 2 und an seiner Ober- Eine andere Ausfithrungsform der Vorrichtung ist in Fig. 4
seite durch einen Deckel 3 verschlossen ist. Unterhalb der dargestellt. Bei dieser weist der Behilter 1 einen in der Seiten-
Lochplatte 2 ist ein Zylinderraum 4 kleineren Durchmessers ansicht im wesentlichen U-férmigen, z.B. durch ein Rohrim
als der Behilter 1 und etwa mit dem Durchmesser der Loch- Kreisquerschnitt gebildeten Behélterteil auf. Die Rohrinnen-

platte 2 vorgesehen, der mit einer nicht gezeigten Quelle fiir 60 seite bildet die Leiteinrichtung 8, und die Lochplatte 2
unter Druck stehendes sauerstoffhaltiges Gas in Verbindung ~ miindet in einen der vertikalen Rohrschenkel aus.

steht. Das in Fig. 5 dargestellten Diagramm erlautert die Wir-
Wie Fig. 2 zeigt, ist der Zylinderraum 4 nach unten hin kungsweise der Vorrichtung nach den Fig. 1 und 2. Die durch
durch eine Metallplatte 5 abgeschlossen, welche ein Kreise bezeichneten Kurvenabschnitte veranschaulichen das

Anschlussstiick 6 fiir eine Druckgaswelle fiihrende Druckgas- 65 Zellwachstum, z.B. von lymphoblastoiden Zellen, iiber der
zufuhrleitung enthlt und an der zugleich iiber einen mittigen ~ Zeit, wobei jeweils jedoch durch Pfeile Entnahme aus der
Bolzen 7 die Lochplatte 2 verankert ist. Zellkultur angedeutet sind.

Im Behilter 1 ist eine im wesentlichen zylindrische Leit-
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