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(57) Abstract: The invention relates to a method for producing a cell culture (9) of human or animal cells, more particularly
mammalian cells, for the purpose of implementing medical or pharmacological assays. In accordance with the invention, the method
comprises at least the following steps: inserting a substrate (3) of microbially produced cellulose into a vessel (1); introducing a
nutrient solution (2) into the vessel (1); applying human or animal cells (4) to the substrate (3); conditioning of the vessel contents to
approximately body temperature; and waiting until the substrate (3) is completely covered by a cell lawn (5), i.e. confluence has
been reached. Medical or pharmacological assays can then be carried out on the cell culture (9) thus produced.

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herstellen einer Zellkultur (9) aus menschlichen oder tierischen
Zellen, insbesondere Séugetierzellen, zum Durchfiihren medizinischer oder pharmakologischer Tests. Gemal3 der Erfindung umfasst
das Verfahren wenigstens die folgenden Schritte: Einlegen eines Substrats (3) aus mikrobiell hergestellter Zellulose in ein Gefdl3 (1);
Einfiillen einer Nahrstofflgsung (2) in das Gefil3 (1); Autbringen von menschlichen oder tierischen Zellen (4) auf das Substrat (3);
Temperieren des Getédflinhalts auf etwa Koérpertemperatur; und Warten, bis das Substrat (3) komplett von einem Zellrasen (5)
bedeckt ist, d.h. Konfluenz erreicht wurde. An der so hergestellten Zellkultur (9) kénnen dann medizinische oder pharmakologische
Tests durchgetiihrt werden.
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Beschreibung

Verfahren und Vorrichtung zum Herstellen einer Zellkultur aus menschlichen

oder tierischen Zellen

Stand der Technik

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum Herstellen einer Zellkultur aus
menschlichen oder tierischen Zellen gemaf dem Oberbegriff des
Patentanspruchs 1, eine Mikrotiterplatte mit mehreren Napfchen, die mit einer
Zellkultur befiillt sind, gemaf dem Oberbegriff des Patentanspruchs 12, sowie
eine Verwendung einer Zellkultur gemaf dem Oberbegriff des Patentanspruchs
14.

Medizinische oder pharmakologische Tests, bei denen die Wirkung bestimmter
Wirkstoffe untersucht wird, werden in der Regel an Zellkulturen aus
menschlichen oder tierischen Saugetierzellen durchgefihrt. Dabei wird die
Zellkultur den zu testenden Stoffen ausgesetzt und die Reaktion der Zellen
untersucht.

Fir medizinische oder pharmakologische Tests werden heute in der Regel
Zellkulturen verwendet, bei denen die Zellen auf einer Oberflache, wie z.B. auf
dem Boden eines Zellkulturgefalies anhaften. Dazu wird eine Suspension aus
menschlichen oder tierischen Zellen in ein Gefal} pipettiert, in dem eine
Nahrldsung enthalten ist. Die Zellen sedimentieren dann in der Nahrlésung und
setzen sich am Boden des Gefaldes ab. Dort heften sie sich an und teilen sie sich
mit einer Teilungsrate, die im Wesentlichen von den in der Nahrldsung
enthaltenen Wachstumsfaktoren abhangig ist. Nach wenigen Tagen bildet sich
am Boden des Gefalies ein sogenannter Zellrasen, der den Boden vollstéandig
bedeckt. Dieser Zellrasen ist jedoch nur eine begrenzte Zeit stabil. Wenn die
Zellen zu lange im Gefald verbleiben — in der Regel nach einigen Tagen —heben
sich die Zellen vom Boden des Gefaldes ab und sterben. Es ist daher
erforderlich, in regelmaRigen Abstanden eine sogenannte Passage
durchzufiuhren, bei der die Zellen vom Gefallboden mittels eines Enzyms
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abgel6st, gewaschen, vereinzelt und dann in ein anderes Gefal} zur erneuten
Zellteilung hinein pipettiert werden. Dieser Prozess wird Passagieren genannt
und Ublicherweise von Hand durchgefihrt. Er ist relativ aufwendig und teuer.
Darlber hinaus verandern die Zellen nach jeder Passage, ihren Phanotyp sowie
ihre spezifischen Eigenschaften. D.h. sie dedifferenzieren und entwickeln sich
von einem differenzierteren Stadium mit ganz spezifischen Eigenschaften, wie z.
B. Hautzellen oder Leberzellen, zu unspezifischen und letztlich fiir
Untersuchungen ungeeignete Zellen. Prinzipiell gilt, dass Zellen einer jlingeren
Passage (Tochtergeneration) Ublicherweise weniger differenziert sind als Zellen
einer dlteren Passage (Elterngeneration). Nach mehreren Passagen haben die in
der Suspension enthaltenen Zellen schlie3lich vollig andere Eigenschaften als
die urspringlichen Ausgangszellen.

Dies hat zur Folge, dass derselbe medizinische Test, der einmal an einer
Zellkultur einer dlteren und einmal an einer Zellkultur einer jiingeren Generation
durchgeflhrt wird, unterschiedliche Ergebnisse liefern kann. Deshalb sind die an
den bekannten Zellkulturen vorgenommenen Tests nur wahrend eines sehr
kurzen Zeitraums von wenigen Tagen reproduzierbar, da sich die Zellkultur im
Laufe der Zeit verandert.

Ein weiterer Nachteil von Zellen, die sich standig teilen ist, dass die Zellen sich
damit in einem Zustand befinden, der sich erheblich von der Situation in einem
Gewebe eines erwachsenen Organismus unterscheidet. Eine Zellteilung in einem
erwachsenen Korper ist ein vergleichsweise sehr seltenes Ereignis. Es tritt
zumeist nur nach Gewebeverlust auf und geht in der Regel mit einer
Entziindungsreaktion einher. Infolgedessen untersucht man bei diesen Zellen
nicht den Normalzustand, sondern eigentlich eine Extremsituation. Diese
Tatsache kdnnte erklaren, warum bisher Testergebnisse, die unter Verwendung
solcher Zellkulturen gewonnen wurden, oft wenig mit klinischen Befunden

Ubereinstimmen.

Da es bisher nicht moglich war, ruhende Zellen fir Iangere Zeit am Leben zu
halten, hat sich im Gegensatz ein Trend entwickelt, besonders teilungsaktive
Zellen fiir pharmakologische Tests zu verwenden und den
Beobachtungszeitraum zu verkirzen. Dies fuhrt jedoch dazu, dass die
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Ergebnisse noch weniger aussagekraftiger werden, wie man sich unschwer aus
dem oben Gesagten erklaren kann.

Offenbarung der Erfindung

Es ist daher Aufgabe der vorliegenden Erfindung, ein Verfahren zum Herstellen
einer Zellkultur aus menschlichen oder tierischen Zellen zum Durchfiihren
medizinischer und pharmakologischer Tests zu schaffen, mit dem eine Zellkultur
hergestellt werden kann, die Uber einen langeren Zeitraum, insbesondere ber
mehrere Wochen, stabil ist. Dadurch wird es moglich, medizinische oder
pharmakologische Tests im Abstand von mehreren Wochen an derselben
Zellkultur durchzufiihren. Darliber hinaus ist es eine Aufgabe der vorliegenden
Erfindung, eine mittels des erfindungsgemalien Verfahrens hergestellte,
langzeitstabile Zellkultur zu schaffen, an der dann die gewinschten
medizinischen oder pharmakologischen Tests durchgefiihrt werden konnen.

Die genannten Aufgaben werden gemaf der Erfindung durch die in den
unabhangigen Anspriichen angegebenen Merkmale geldst. Weitere
Ausfuhrungsformen der Erfindung ergeben sich aus den Unteranspriichen.

Gemal} der Erfindung wird ein Verfahren zum Herstellen einer Zellkultur aus
menschlichen oder tierischen Zellen, insbesondere aus Saugetierzellen, zum
Durchflihren medizinischer oder pharmakologischer Tests, vorgeschlagen, das
wenigstens folgende Schritte umfasst:

- Einlegen eines Substrats aus mikrobiell hergestellter Zellulose in ein Gefaly;

- Einfiillen einer Nahrstoffldsung in das Gefal;

- Aufbringen von menschlichen oder tierischen Zellen auf das Substrat;

- Temperieren des Gefallinhalts auf eine vorgegebene Temperatur,
insbesondere Kbrpertemperatur;

- Warten, bis das Substrat komplett mit einem Zellrasen bedeckt ist, d.h. dass
sich alle Zellen beriihren und aufgehort haben, sich zu teilen (das kann, je
nach Anfangskonzentration und Zellart wenige Tage bis mehrere Wochen
dauern);

- Vorzugsweise wird anhand von Stoffwechsel-Parametern getestet, ob und
wann die Zellen den flr sie charakteristischen Zustand erreicht haben und

PCT/EP2014/055940
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- Zufiihren eines zu testenden Wirkstoffs zu der auf dem Substrat befindlichen
Zellkultur.

Nach dem Aufbringen der menschlichen oder tierischen Zellen auf das Substrat
aus mikrokristalliner Zellulose kommt es zu einem Zellteilungs- und
Wachstumsprozess, bei dem das Substrat zunehmend von Zellen bedeckt wird.
Dieser Prozess lauft bei Korpertemperatur, also bei etwa 37°C, optimal ab.
Wahrend des Zellteilungs- und Wachstumsprozesses wird die Zellkultur daher
vorzugsweise auf etwa 37°C gehalten. Wenn die Zellen das Substrat so dicht
bedecken, dass die aulteren Membranen der Zellen sich lickenlos gegenseitig
beriihren, héren die Zellen auf, sich zu teilen. Nach Einstellung des
Teilungsprozesses bendtigen die Zellen eine gewisse Zeit, sich umzustellen und
einen sog. ruhenden Phanotyp zu erreichen. Der Ausdruck ,,ruhend” bezieht sich
hierbei nur darauf, dass keine dramatischen Formveranderungen wie bei der
Zellteilung mehr ablaufen. Biochemisch sind diese Zellen sehr aktiv und
produzieren z.B. Faktoren, die fir ihren Differenzierungszustand typisch sind. In
diesem Zustand ist die Zellkultur auf dem Substrat aus mikrobiell hergestellter
Zellulose mindestens tber mehrere Wochen stabil.

Bezlglich der einzelnen Verfahrensschritte des erfindungsgemalien Verfahrens
ist zu betonen, dass diese nicht unbedingt in der angegebenen Reihenfolge
ausgefiihrt werden miissen. So kann beispielsweise das Aufbringen von
menschlichen oder tierischen Zellen auf das Substrat auch vor dem Einfiillen
einer Nahrstofflosung in das Gefald erfolgen. Wahlweise kdnnte auch die
Nahrstofflosung zuerst in das Gefal} eingefillt und danach erst das Substrat
eingelegt werden. Dem Fachmann ist klar, dass er die Abfolge der einzelnen
Schritte in einem gewissen Rahmen nach Wunsch festlegen kann.

Die Zellen kdnnen zur Lagerung oder flr den Transport langsam auf
Raumtemperatur von z. B. 15°-30°C, insbesondere 18°-25°C abgekuhlt werden.
Es ist nicht notwendig, die Zellkultur zur Lagerung oder flir den Transport
einzufrieren, da sie auch bei Raumtemperatur stabil bleibt.

Gemal einer bevorzugten Ausfihrungsform der Erfindung wird die Zellkultur
vorzugsweise aus Stammzellen oder aus Zellen hergestellt, die aus Stammzellen

gewonnen wurden, wie z. B. Leber-, Herz- oder Nierenzellen, oder Zellen
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anderer Organe, wie z. B. der Haut. Ein medizinischer bzw. pharmakologischer
Test kann somit an bekannten, genau definierten Zellen durchgefiihrt werden. Im
Falle von aus Stammzellen gewonnenen Zellen kdnnen diese Zellen z. B. mit
Hilfe eines Verfahrens hergestellt werden, wie es aus der US 20030161818A1
oder der US 2003 015 45 06 A1bekannt ist. Hierbei werden die Stammzellen
aus menschlichen Nabelschnurgewebe gewonnen. Die Stammzellen befinden
sich in der sog. substantia gelatinea funiculi umbilicalis, einer gelatinbsen Matrix,
reich an Hyaluronsauren und Chondroitinsulfaten, auch ,Wharton'’s Jelly*
genannt. Die Extraktion erfolgt Uiber einen enzymatischen Prozess (z.B. mit Hilfe
von Collagenase).

Alternativ kbnnen natlrlich auch solche Zellen verwendet werden, die direkt
einem menschlichen oder tierischen Kérper entnommen wurden. Dies geschieht
z.B. Uiber eine Biopsie aus dem Knochenmark oder aus dem Fettgewebe.
Gemal einer Ausfuhrungsform der Erfindung kdnnen z. B. Zellen eingesetzt
werden, die direkt aus betroffenen Patienten stammen, wodurch eine

personalisierte Therapie moglich wird.

Die auf das Zellulosesubstrat aufgebrachten Zellen sind vorzugsweise solche
Zellen, die zuvor nicht bereits passagiert worden sind. Die Zellkultur entsteht also
erfindungsgemalr’ durch einen einmaligen Zellteilungs- und Wachstumsprozess
aus originaren, sog. primaren Zellen, wie z. B. Stammzellen oder daraus
gewonnen Zellen, die keinen Dedifferenzierungsprozess durchlaufen haben.
D.h., bei den auf das Zellulosesubstrat aufgebrachten Zellen handelt es sich
vorzugsweise um Zellen mit einer Passagezahl gleich Null. Wahlweise kdnnten
aber auch Zellen mit einer Passagezahl von kleiner gleich flinf verwendet

werden.

Fir den Transport ist es nicht nétig, die Zellen, wie sonst liblich, einzufrieren; der
Transport kann vielmehr bei Umgebungstemperatur erfolgen, wie z. B. zwischen
15°C und 30°C. Die Temperatur kann aber auch hoher oder niedriger sein.

Wenn die Umgebungstemperatur im gewiinschten Bereich liegt, z. B. zwischen
15 °C und 30°C, ist es ausreichend, die Zellkultur einfach abkuhlen zu lassen
(ohne Verwendung einer Kihleinrichtung). Die Zellkultur kbnnte aber auch aktiv,
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d.h. mittels einer Kihleinrichtung, auf die gewiinschte Temperatur herunter
gekihlt werden.

Gemal} einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird das Gefal} mit
einem hermetischen Verschluss, wie z.B. einer Folie oder einem Deckel
versehen. Der hermetische Verschluss soll insbesondere das Eintreten oder
Austreten von Medien, wie beispielsweise Flussigkeit oder Gas aus dem bzw. in
das Gefal} verhindern. Das Abdichten des Gefal3es kann prinzipiell vor oder nach
dem Abkihlen durchgefihrt werden, wird aber vorzugsweise vorher
durchgeflhrt.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung wird das Gefal} mit
einer Folie abgedichtet, die z.B. mit dem Gefal} verschweil3t oder verklebt wird.
Alternativ oder zusatzlich kénnte auch ein Deckel vorgesehen sein, der das
Gefald abschlief3t.

Das Gefaly mit der darin befindlichen Zellkultur kann schlief3lich noch verpackt
werden, um es anschlief3end z. B. an ein Labor oder einen Kunden schicken zu
kénnen, der dann die medizinischen oder pharmakologischen Tests an der
Zellkultur durchfiihrt. Die Verpackung kann beispielsweise eine Schachtel und
gegebenenfalls DAmmmaterial umfassen. Die Verpackung kann auch ein
KihImittel umfassen.

Um die Zellkultur nach deren Herstellung insbesondere fir einen nachfolgenden
Transport per Post, oder allgemein gegen mechanische Belastungen und StoRke
zu schitzen, wird vorgeschlagen, einen die Viskositat der Nahrstofflésung
erhdhenden Stoff oder einen Stoff mit einer héheren Viskositat als die
Nahrstofflosung in das Gefald hinein zu geben. Gemal} der ersten Alternative
kann die Nahrstoffldsung beispielsweise mit Methylzellulose, Polyethylenglykol
oder einem anderen, die Viskositat erhdhenden Stoff, versetzt werden. Geman
der zweiten Alternative kdnnte auch eine héher viskose Substanz, wie z. B. eine
gelartige Substanz in das Gefald eingebracht werden. Es kdnnte aber auch ein
Feststoff, wie z. B. ein Kérper aus mikrokristalliner Zellulose auf die Zellkultur
aufgesetzt werden. Dadurch wird die Zellkultur mechanisch am Boden des
Gefalies festgehalten und kann nur noch schwer zur Seite kippen oder

aufschwimmen.
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Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung werden die Zellen der
Zellkultur nicht passagiert, d.h. der Zellrasen wird vorzugsweise nicht abgeldst
und die Zellen werden nicht wie im Stand der Technik vereinzelt und danach
wieder auf ein anderes Substrat zur erneuten Zellteilung aufgebracht. Die
Zellkultur wird vielmehr vorzugsweise durch einen einmaligen Zellteilungs- und
Wachstumsprozess aus originaren Zellen, d.h. Zellen, die zuvor nicht passagiert
worden sind, hergestellt.

Die Zellkultur wird vorzugsweise in demselben Gefald in dem sie geziichtet
worden ist, verpackt und gegebenenfalls an einen Empfanger verschickt. Sie
muss also nicht in ein anderes Gefals umgefullt werden.

Gemal} einer bevorzugten Ausfilhrungsform der Erfindung wird das vorstehend
genannte Verfahren an einer Mikrotiterplatte durchgefiihrt, die eine Vielzahl von
Napfchen aufweist. In jedes der Napfchen wird ein Substrat aus mikrobiell
hergestellter Zellulose eingelegt, eine Nahrstofflésung eingefiillt und menschliche
oder tierische Zellen auf das Substrat aufgebracht. Danach wachsen und teilen
sich die Zellen, bis sie das Substrat wenigstens teilweise bedeckt haben. In den
einzelnen Napfchen der Mikrotiterplatte befindet sich schlie3lich jeweils ein Teil
derselben Zellkultur. Die einzelnen Teilkulturen kénnen dann dazu verwendet
werden, denselben oder unterschiedliche medizinische bzw. pharmakologische
Tests durchzufihren.

Die Lagerung oder der Transport der Zellkultur erfolgt vorzugsweise bei
Umgebungstemperatur. Ein Einfrieren der Zellkultur, wie bislang tblich, ist nicht
erforderlich.

Die gesamte Mikrotiterplatte wird vorzugsweise mit einem hermetischen
Verschluss versehen, wie vorstehend beschrieben. Sie kann schliel3lich noch
verpackt und verschickt werden.

Die Erfindung betrifft auch eine Mikrotiterplatte mit mehreren Napfchen, die
jeweils mit einem aus mikrobieller Zellulose hergestelltem Substrat, das von einer
Zellkultur besiedelt ist, beflllt sind. Die Mikrotiterplatte befindet sich
vorzugsweise auf etwa Umgebungstemperatur und wird weder gekiihlt noch
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erwarmt. Sie kénnte zur Aufbewahrung aber auch auf Temperaturen unterhalb
der Zimmertemperatur, z. B. auf 5°C bis 10°C abgekuhlt werden.

Gemal einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung ist in den einzelnen
Napfchen der Mikrotiterplatte ein Stoff enthalten, der auf der Zellkultur
angeordnet ist und eine héhere Viskositat aufweist als die Nahrstofflosung.
Dadurch wird die Zellkultur mitsamt dem Substrat mechanisch am Boden des
Gefalles festgehalten und kann nur noch schwer zur Seite kippen oder
aufschwimmen.

Daruber hinaus betrifft die Erfindung auch noch eine Verwendung einer Zellkultur
aus menschlichen oder tierischen Zellen, insbesondere Saugetierzellen, die
gemald einem der vorstehend beschriebenen Verfahren hergestellt wurde, zur
Durchfiihrung medizinischer oder pharmakologischer Tests.

Die Erfindung wird nachstehend anhand der beigefiigten Zeichnungen
beispielhaft ndher erlautert. Es zeigen:

Fig. 1a—1h verschiedene Zustande eines Verfahrens zum Herstellen einer
Zellkultur aus menschlichen oder tierischen Zellen gemald einer
Ausfuhrungsform der Erfindung; und

Fig. 2 eine Mikrotiterplatte mit mehreren Napfchen, in denen sich
jeweils eine gemal dem erfindungsgemalien Verfahren
hergestellte Zellkultur befindet.

Die Figuren 1a-1h zeigen verschiedene Zustande eines Verfahrens zum
Herstellen einer Zellkultur 9 aus menschlichen oder tierischen Zellen. Die
Zellkultur 9 kann spater zum Durchfiihren medizinischer oder pharmakologischer
Tests verwendet werden.

Zum Herstellen der Zellkultur 9 wird zunachst ein Gefal} 1 mit einer
Nahrstofflésung 2 beflllt (Fig. 1a). Als Nahrldsung 2 kann beispielsweise das im
Biochemical Journal 58 von 1954, Seiten 345-352 beschriebene Nahrmedium
von Schramm und Hestrin verwendet werden. Die Nahrldésung kann z.B. aus 20 g
Glukose, 5 g Hefeextrakt, 5 g Bactopepton, 2,7 g Natriumphosphat und 1,15 g



10

15

20

25

30

35

WO 2014/154679

Zitronensaure-Monohydrat und 0,5 g Magnesiumsulfat-Heptahydrat in einem
Liter Wasser umfassen. Alternativ kbnnen auch andere aus dem Stand der
Technik bekannte Nahrstoffldsungen verwendet werden.

Als nachster Schritt wird dann ein aus mikrobieller Zellulose hergestelltes
Substrat 3, das beispielsweise die Form eines Platichens aufweisen kann, in das
Gefald 1 hinein gelegt (Fig. 1b). Die beiden vorstehend beschriebenen Schritte
kdnnen auch in umgekehrter Reihenfolge durchgefiihrt werden. Ein Substrat 3
aus mikrokristalliner Zellulose kann beispielsweise mittels eines Verfahrens
hergestellt werden, wie es aus der DE 10 2008 056 413.3 oder der WO 2010 052
019 A2 bekannt ist. Andere Herstellungsverfahren zum Herstellen
mikrokristalliner Zellulose sind aus dem Stand der Technik hinreichend bekannt.

In Fig. 1c wird schlie3lich eine Suspension aus menschlichen oder tierischen
Zellen 4 in das Gefald 1 eingebracht. Die auf das Substrat 3 aufgebrachten Zellen
kénnen z. B. Stammzellen oder Zellen sein, die aus Stammzellen gewonnen
wurden, wie z. B. Leber-, Herz- oder Nierenzellen, oder Zellen anderer Organe,
wie z. B. der Haut. Die Zellen 4 kénnen z. B. mit Hilfe eines Verfahrens
hergestellt werden, wie es aus der US 02013025983A1, US 6410320B1 oder
der US 7534607B1 bekannt ist. Alternativ kdnnen natirlich auch solche Zellen 4
verwendet werden, die direkt einem menschlichen oder tierischen Kérper

entnommen wurden.

Die auf das Zellulosesubstrat aufgebrachten Zellen 4 sind vorzugsweise solche
Zellen, die zuvor nicht bereits passagiert worden sind. Die Zellkultur 9 entsteht
also durch einen einmaligen Zellteilungs- und Wachstumsprozess aus originaren
Zellen, die keinen Dedifferenzierungsprozess durchlaufen haben. D.h., bei den
auf das Zellulosesubstrat 3 aufgebrachten Zellen 4 handelt es sich vorzugsweise
um Zellen mit einer Passagezahl gleich Null.

Die Zellen 4 sedimentieren dann in der Nahrstoffldsung 2 und setzen sich auf der
Oberflache des Zellulose-Substrats 3 ab. Bei Temperaturen um die 37°C findet
dann ein Teilungs- und Wachstumsprozess statt, wobei sich auf dem Substrat 3
innerhalb weniger Tage ein sogenannter Zellrasen 5 bildet, der das Substrat 3
vollstéandig bedeckt, wie in Fig. 1d zu sehen ist.

PCT/EP2014/055940
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Sobald der Zellrasen 5 die gewiinschte Grdfie und Dicke erreicht hat, stoppt der
Zellteilungs- und Wachstumsprozess. Das Gefaf3 1 einschlief3lich seines Inhalts
wird dann auf eine niedrigere Temperatur abgekihlt. Gemaf einer bevorzugten
Ausfuhrungsform der Erfindung wird das Gefal} auf Raumtemperatur abkihlen
gelassen, z. B. auf etwa 18°C bis 25°C. Es hat sich gezeigt, dass die Zellkultur 9
bei diesen Temperaturen liber mehrere Wochen hinweg, z. B. iber drei, vier oder
auch mehr Wochen stabil bleibt und die Zellen insbesondere nicht absterben.

An den Zellen kdnnen nun je nach Art der Zellen Tests durchgefiihrt werden, so
z.B. Zugabe von Substanzen zur Blutgefalineubildung an Endothelzellen, die
Wirkung moglicher toxischer Substanzen auf Leberzellen, oder die Beeinflussung
der Schlagfrequenz von Herzmuskelzellen.

Optional kann in einem weiteren Schritt 1e ein die Viskositat der Nahrstofflosung
2 erhdhendes Mittel 10, wie z.B. Methylzellulose oder Polyethylengykol (PEG)
zugeflgt werden. Das sich nach dem Hinzufligen des Mittels 10 ergebende
Medium ist in Fig. 1f mit dem Bezugszeichen 11 gekennzeichnet.

Anstelle des Mittels 10 oder zusatzlich kdnnte auch ein Stoff mit einer héheren
Viskositat als die Nahrstofflésung oder ein Festkdrper auf die Zellkultur 9
aufgebracht werden. So kénnte z. B. ein weiterer Kérper aus mikrokristalliner
Zellulose auf die Zellkultur 9 aufgesetzt werden. Dadurch kann verhindert
werden, dass sich das Substrat 3 zusammen mit der Zellkultur 9 vom Boden des
Gefalles 1 abhebt und z. B. zur Seite kippt oder aufschwimmt.

In einem weiteren Schritt 1f kann das Gefal 1 noch mit einem hermetischen
Verschluss 6 abgedichtet werden, um das Austreten bzw. Eindringen von
Medium zu verhindern. Bei dem hermetischen Verschluss 6 kann es sich
beispielsweise um eine Folie handeln, die z.B. mit dem Gefalt 1 verschweil3t
oder verklebt werden kann. Wahlweise kdnnte natiirlich auch ein Deckel mit einer
Dichtung (nicht gezeigt) vorgesehen sein.

Um die Zellkultur 9 einschliefdlich des Gefaldes 1 zu verschicken, wird das Gefal}
1 in Schritt 1g schlief3lich noch verpackt. Im dargestellten Ausflihrungsbeispiel ist
das Gefal’ 1 in einer Schachtel 12 eingepackt und zusatzlich durch einen
Flllstoff 13 gegeniiber mechanischen Stdfien und Beschadigungen geschiitzt.
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Gemal der Erfindung wird die Zellkultur 9 vorzugsweise in demselben Gefal} 1
verschickt, in dem sie auch kultiviert worden ist.

Aus den einzelnen Verfahrensschritten 1a bis 1g wird deutlich, dass es nicht
erforderlich ist, die Zellen der Zellkultur 9 zu passagieren, d.h. der Zellrasen 5
wird nicht vom Substrat 3 abgeldst, und die Zellen werden nicht vereinzelt und
danach wieder auf ein anderes Substrat zur erneuten Zellteilung aufgebracht. Die
Zellkultur 9 wird vielmehr in einem einzigen Wachstums- und Zellteilungsprozess
hergestellt.

In Fig. 1h ist schlie3lich noch dargestellt, wie eine zu testende Substanz 14 auf
die Zellkultur 9 aufgebracht wird, wahrend sich die Zellkultur 9 weiterhin auf dem
Substrat 3 befindet. Die Reaktion der Zellen auf die Substanz wird dann
diagnostiziert.

Fig. 2 zeigt eine Mikrotiterplatte 8 mit mehreren Napfchen 7, die jeweils als
Gefald 1 entsprechend der Figuren 1a bis 1g dienen. In jedem der Napfchen 7
befindet sich ein Substrat 3 aus mikrokristalliner Zellulose, das von einer
Zellkultur 9 besiedelt ist. Die Herstellung der Zellkulturen 9 kann dabei
entsprechend der in den Figuren 1a bis 1d gezeigten Verfahrensschritte
gleichzeitig hergestellt werden.

Nachdem die einzelnen Zellkulturen 9 die gewilinschte Grdfe erreicht haben,
wird die Mikrotiterplatte 8 auf Raumtemperatur abgekihlt und z. B. mittels einer
Folie 6 verschlossen, wie in Fig. 1f dargestellt ist. In jedem der Napfchen 7
befindet sich dann ein Teil derselben Zellkultur.

Sofern die Mikrotiterplatte 8 verschickt werden soll, wird sie in einem weiteren
Schritt entsprechend Fig. 1g verpackt. Der Kunde erhalt somit eine
Mikrotiterplatte mit einer fertigen, tUber viele Wochen stabilen Zellkultur 9, an der
er die gewilinschten medizinischen oder pharmakologischen Tests durchfiihren

kann.
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Patentanspriiche

1. Verfahren zum Herstellen einer Zellkultur (9) aus menschlichen oder
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tierischen Zellen, insbesondere Saugetierzellen, zum Durchflihren
medizinischer oder pharmakologischer Tests, umfassend folgende Schritte:
- Einlegen eines Substrats (3) aus mikrobiell hergestellter Zellulose in
ein Gefald (1);
- Einfillen einer Nahrstofflosung (2) in das Gefal (1);
- Aufbringen von menschlichen oder tierischen Zellen (4) auf das
Substrat (3);
- Temperieren des Gefallinhalts auf eine vorgegebene Temperatur,
vorzugsweise auf etwa Kérpertemperatur; und
- Warten, bis das Substrat (3) komplett von einem Zellrasen (5) bedeckt
ist, die Zellen sich nicht mehr teilen und einen ruhenden Phanotyp

angenommen haben.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellkultur (9)
nach deren Herstellung auf etwa Raumtemperatur abgekiihlt wird.

Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die
Zellkultur (9) vor dem Durchflihren eines medizinischen oder
pharmakologischen Tests nicht eingefroren wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die auf das Substrat (3) aufgebrachten Zellen (4)

Stammzellen oder aus Stammzellen gewonnene Zellen sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die auf das Substrat (3) aufgebrachten Zellen (4)
zuvor nicht passagiert worden sind oder eine Passagezahl von kleiner gleich
funf und insbesondere kleiner gleich zwei aufweisen.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass das Gefald (1) nach der Herstellung der Zellkultur (9)
und vor der Durchfiihrung des medizinischen oder pharmakologischen Tests

mit einem hermetischen Verschluss versehen wird.
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Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zellen (4) nicht passagiert werden, d.h., der
Zellrasen (5) wird nicht vom Substrat (3) abgeldst, und die Zellen (4) werden
nicht vereinzelt und danach wieder auf ein Substrat (3) zur erneuten
Zellteilung aufgebracht.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass die Zellkultur (9) in demselben Gefalt (1), in dem sie
geziichtet wurde, verpackt wird.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass das Verfahren an mehreren Gefal3en (1, 7)
gleichzeitig durchgefihrt wird.

Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Gefalle
Napfchen (7) einer Mikrotiterplatte (8) sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch
gekennzeichnet, dass ein die Viskositat der Nahrstofflosung (2) erhéhender
Stoff (10), oder ein Stoff mit einer hdheren Viskositat als die Nahrstofflosung
(2) zusatzlich in das Gefal} (1,7) eingebracht wird.

Mikrotiterplatte (8) mit mehreren Napfchen (7), die jeweils mit einem aus
mikrobieller Zellulose hergestelltem Substrat (3), das von einer Zellkultur (9)
besiedelt ist, befiillt sind, dadurch gekennzeichnet, dass die Zellkultur (9)
Zellen umfasst, die zuvor nicht passagiert worden sind, und dass die
einzelnen Napfchen (7) hermetisch abgedichtet sind.

Mikrotiterplatte (8) nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dass sie
zusatzlich einen die Viskositat der Nahrstofflésung (2) erhéhenden Stoff (10),
oder einen Stoff mit einer héheren Viskositat als die Nahrstofflosung (2)
enthalt, der auf der Zellkultur (9) angeordnet ist.

Verwendung einer Zellkultur (9) aus menschlichen oder tierischen Zellen (4),

insbesondere Saugetierzellen, die gemal} einem vorstehend beanspruchten

Verfahren hergestellt wurde, zur Durchflihrung medizinischer oder

pharmakologischer Tests.
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