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69 Verfahren zum Einkapseln eines chemisch aktiven Kernmaterials.

@ Chemisch aktives Kernmaterial, wie z.B. Langerhans-

Inseln oder Lebergewebe aus Mensch oder Tier, wird
in eine semipermeable Membran eingekapselt, welche den
Durchlass von Sauerstoff, Aminosiuren und Nhrstoffen,
die fiir die Erhaltung des Gewebes und das Fortschreiten
eines Stoffwechsels erforderlich sind, erlaubt, jedoch in
bezug auf Bakterien, Lymphozyten und Proteine, welche
ein hoheres Molekulargewicht als einen bestimmten Wert
besitzen, undurchlissig ist und dadurch potentiell schid-
liche grosse Molekiile, wie z.B. Immunoglobuline, aus-
schliesst.

Das Verfahren umfasst das Suspendieren des einzu-
kapselnden Materials in einem physiologisch vertriglichen
Medium, z.B. einem Kulturmedium, welches eine wasser-
18sliche, gummiartige Substanz enthilt, welche in Tropfen-
form geliert werden kann, um einzelne, die Form beibe-
haltende temporire Kapseln zu bilden, die Bildung einer
semipermeablen Membran um die temporiren Kapseln
und gegebenenfalls die erneute Verfliissigung des im In-
neren vorhandenen gelierten Materials. Das Verfahren
kann auch zum Einkapseln von chemisch reaktiven Sub-
stanzen, wie z.B. Aktivkohlepartikeln, und labilen biolo-
gischen Materialien verwendet werden.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zum Einkapseln eines chemisch aktiven
Kernmaterials innerhalb einer semipermeablen Membran,
dadurch gekennzeichnet, dass man

A) das Material in fein verteilter Form in eine Losung ei-
nes wasserloslichen, gummiartigen Materials einlegt,

B) die so erhaltene Losung in Tropfenform iiberfiihrt,

C) die Tropfchen so behandelt, dass eine Losung ent-
steht, in welcher Bestandteile gel6st sind, welche das gummi-
artige Material unter Bildung von diskreten, die Form beibe-
haltenden temporiren Kapseln zu gelieren vermdgen; und

D) um die temporiren Kapseln semipermeable Membra-
nen bildet.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man ausserdem nach der Bildung der besagten Mem-
branen das gummiartige Material erneut aufiost.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das gummiartige Material freie saure Gruppen aufweist
und die Bildung der besagten Membranen dadurch bewirkt
wird, dass man die temporiren Kapseln mit einem Polymer
mit einem Molekulargewicht von 3000 bis 100 000 Dalton,
welches freie Amino- oder Iminogruppen aufweist, in Beriih-
rung bringt, wobei dieses Inberiihrungbringen so geschieht,
dass permanente Polymervernetzungen zwischen den Ami-
no- oder Iminogruppen und den sauren Gruppen in einer
Oberflichenschicht der Kapseln gebildet werden.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet,
dass das fiir die Vernetzung verwendete Polymer ein Poly-
peptid oder ein Protein ist.

5. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass die Membran durch eine Grenzflichenpolymerisation
gebildet wird, wobei die gelierten Massen als Kernmaterial
in der wissrigen Phase einer Wasser-in-Ol-Emulsion verwen-
det werden.

6. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Kernmaterial aus einem Enzym, einem Immunpro-
tein oder einem Aktivkohleteilchen besteht.

7. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das wasserlosliche zu gelieren vermdgende Material aus
einem freie Siuregruppen enthaltenden Polysaccharid be-
steht.

8. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das wasserldsliche zu gelieren vermdgende Material ein
Alkalimetallalginat ist.

9. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass das Kernmaterial aus Enzymen, Immunoproteinen,
Aktivkohleteilchen oder lebefihigem Gewebe oder Fraktio-
nen davon besteht.

10. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich-
net, dass das freie Aminogruppen enthaltende Polymer aus
Polylysin besteht.

11. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich-
net, dass man ausserdem die besagte Membran mit einem
Alginat behandelt.

12. Nach dem Verfahren gemiss einem der Anspriiche 1
bis 9 eingekapseltes aktives Kernmaterial.

13. Kernmaterial nach Anspruch 12, in welchem das
Kernmaterial aus Aktivkohle besteht.

14. Kernmaterial nach Anspruch 12, in welchem das
Kernmaterial nicht lebendes, biologisch aktives Material
enthilt.

15. Kernmaterial nach Anspruch 12, hergestellt geméss
einem der Anspriiche 9 bis 11.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
zum Einkapseln eines chemisch aktiven Kernmaterials und
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zwar so, dass dieses Material innerhalb einer Membran, wel-
che beispielsweise fiir Néhrstoffe, Ionen, Sauerstoff und an-
dere, zum Bestindighalten eines Gewebes und zur Unter-
stiitzung seiner normalen metabolischen Funktionen erfor-
derlichen Materialien durchlissig, jedoch fiir Bakterien,
Lymphociten und grosse Proteine solcher Beschaffenheit,
wie sie fiir beim Abstossen sich ergebende immunochemische
Reaktionen verantwortlich sind, undurchléssig ist, lebensfa-
hig und in geschiitzter Form gehalten werden. Das vorlie-
gende Verfahren erlaubt die Produktion beispielsweise eines
Insulin erzeugenden Systems oder eines anderen Hormon
produzierenden Systems, weil es das Einkapseln von Pan-
kreas-B-Zellen, -A-Zellen, intakten Langerhans-Inseln aus
der Bauchspeicheldriise von Sdugetieren und Menschen und
anderen Geweben oder Gewebefraktionen, welche Hormone
absondern, erlaubt. Solche Kapseln lassen sich in einem
Kulturmedium suspendieren und sondern im Verlaufe einer
bestimmten Zeit Hormon ab. Diese Kapseln kénnen auch
als kiinstliches Pankreas, welches beispielsweise durch Injek-
tion in ein an Diabetes leidendes Sdugetier oder einen an
Diabetes leidenden Menschen implantiert werden kann, ver-
wendet werden und funktionieren dann in vivo, wobei sie je
nach der vorhandenen Zuckerkonzentration Insulin und an-
dere Hormone absondern.

Es darf angenommen werden, dass Verfahren zum Ein-
kapseln von lebendem Gewebe unter Aufrechterhaltung der
Lebensfihigkeit desselben bisher nicht bekannt sind. Versu-
che zur Erreichung dieses Zieles waren bisher vergebens, weil
die fiir die Kapselmembranbildung erforderlichen Bedingun-
gen sich lebenden Systemen feindlich gegeniiberstanden. Die
amerikanische Patentschrift Nr. (Serial Nr. 606 166), von
welcher in der vorliegenden Beschreibung ebenfalls die Rede
sein wird, offenbart eine Technik zum Einkapseln von labi-
len biologischen Materialien in einer semipermeablen Mem-
bran. Diese Technik ermdglicht beispielsweise das Einkap-
seln von Enzymen in einer Membran, aus welcher das En-
zym nicht entweichen kann, wihrend andererseits dem En-
zymsubstrat freier Durchlass gewdhrt wird. Wenngleich die-
se Patentschrift Reaktionsbedingungen offenbart, welche die
Behandlung von biologischen Materialien erméglichen, ist
doch darauf hinzuweisen, dass jene Patentschrift nirgends
das Einkapseln von lebendem Gewebe anregt.

Eingekapselte lebende Zellen, Organellen oder Gewebe
besitzen manche interessante Verwendungszwecke. So kann
beispielsweise das in einer semipermeablen Membran einge-
kapselte lebende Material in einer permanenten sterilen Um-
gebung gehalten und gegen eine direkte Kontaktnahme mit
grossen, potentiell zerstdrenden Molekeltypen abgeschirmt
werden, wihrend andererseits niedrigmolekularen Gewebe-
nahrstoffen und metabolischen Produkten freier Durchlass
gewihrt wird. Das Entwickeln einer solchen Einkapselungs-
methode diirfte somit zu Systemen fiir das Freisetzen wert-
voller Hormone, wie z. B. Insulin, fithren. In solchen Syste-
men wiirde das fiir die Erzeugung des Materials verantwort-
liche Gewebe von Siugetieren in solcher Weise eingekapselt,
dass ein freier Durchlass der Néhrstoffe und der metaboli-
schen Produkte durch die Membran gewihrleistet, anderer-
seits aber der Durchlass von Bakterien verhindert wiirde.

K 6nnte man die Membrandurchldssigkeit steuern, so wiirde
es moglich, einerseits auch kiinstliche Organe einzubeziehen,
welche in Siugetieren oder Menschen, z. B. Diabetikern,
implantiert werden konnten. ohne dass ein Abstossen erfol-
gen wiirde, und andererseits einen gesteuerten Hormonaus-
stoss, z. B. das Infreiheitsetzen von Insulin, das durch Gluco-
sekonzentration eingeleitet wird, zu erzielen.

Es wurden verschiedene Versuche unternommen, um fiir
die Implantation in Sdugetieren oder Menschen geeignete
kiinstliche Organe zu erzeugen. indem man eine mechanische



semipermeable Trennwand, wie z. B. eine Millipore-Diffu-
sionskammer oder eine Kapillarrohrkammer, um das einem
Donator entnommene Gewebe vorsah. Solche kiinstliche
Organe erfordern normalerweise eine chirurgische Implanta-
tion. Hinzu kommt, dass die Schutzmechanismen der
menschlichen oder tierischen Korper das Implantat isolie-
ren, indem durch fibroblastisches Uberwachstum Poren ver-
stopft werden.

Die vorliegende Erfindung bezieht sich daher auf ein
Verfahren zum Einkapseln von Kernmaterialien, wie z. B. le-
bendem Gewebe, individuellen Zellen oder biologisch akti-
ven Materialien, in einer semipermeablen Membran. Dies
geschieht dadurch, dass man

A) das Material in fein verteilter Form in einer Lésung
eines wasserloslichen, gummiartigen Materials einlegt,

B) die so erhaltene Losung in Tropfenform tiberfiihrt,

C) die Tropfchen so behandelt, dass eine Lésung ent-
steht, in welcher Bestandteile geldst sind, welche das gummi-
artige Material unter Bildung von diskreten, die Form beibe-
haltenden temporaren Kapseln zu gelieren vermégen; und

D) um die temporaren Kapseln semipermeable Membra-
nen bildet.

Die temporaren Kapseln kénnen aus irgendeiner beliebi-
gen gummiartigen, wasserldslichen Substanz gebildet wer-
den, welche sich bei Anderung der Bedingungen im Medium,
in welchem die Behandlung erfolgt, unter Bildung einer die
Form nicht verdndernden Masse gelieren lassen. Sie enthal-
ten auch eine Mehrzahl von Gruppen, welche sich leicht un-
ter Bildung von anionischen oder kationischen Gruppen io-
nisieren lassen. Die Anwesenheit solcher Gruppen im Poly-
mer erlaubt eine Quervernetzung der Oberflichenschichten
der Kapsel unter Bildung einer «permanenten» Membran,
sofern eine Behandlung mit Polymeren, die mehrere funktio-
nelle Gruppen mit entgegengesetzter Ladung enthalten, er-
folgt.

Das fiir die Bildung von temporiren Kapseln bevorzugte
Material ist entweder ein natiirliches oder synthetisches Po-
lysaccharid solcher Art, welches

a) sich unter Bildung einer durch Andern der bestehen-
den Bedingungen, wie z. B. pH-Bereich, oder durch Behand-
lung mit mehrwertigen Kationen, wie z.B. Ca* *, die Form
beibehaltenden Masse gelieren 1dsst oder

b) mittels reaktionsfdhige Gruppen, wie z.B. Amin- oder
Imingruppen, welche mit sauren Polysaccharidebestandtei-
len reagieren kénnen, enthaltenden Polymeren permanent
«vernetzt» oder gehirtet werden kann. Zur Zeit bevorzugtes
gummiartiges Material sind Alkalimetallalginate. Andere
wasserlosliche, verwendbare gummiartige Materialien sind
Guargummi, Gummi-arabikum, Carragen, Pektin, Tragant-
gummi, Xanthangummi oder saure Fraktionen davon.

Die bevorzugte Methode fiir die Bildung der Tropfchen
besteht darin, dass man die das gummiartige Material,
Néhrstoffe und Gewebe enthaltende Suspension durch ein
vibrierendes Kapillarrohr einzwingt, welches sich im Zen-
trum eines durch rasches Riihren einer ein mehrwertiges Ka-
tion enthaltenden Losung erzeugten Wirbels angeordnet ist.
Die aus der Spitze des Kapillarrohrs ausstromenden Tropf-
chenkommen unmittelbarmitder Lésungin Berithrungundlie-
fern ein Gel in Form von sphéroidisch geformten Korpern.

Die bevorzugte Methode zur Bildung einer permanenten
semipermeablen Membran rings um die temporéren Kapseln
besteht in der «Vernetzung» der Oberfliichenschichten eines
gelierten gummiartigen, freie saure Gruppen aufweisenden
Materials mit Polymeren, welche mit Sduren reagierende
Gruppen, wie z. B. Amin- oder Imingruppen, enthalten. Dies
erfolgt mit Vorteil in einer verdiinnten Lésung des ausge-
wihlten Polymers. Je niedriger das Molekulargewicht des
Polymers ist, umso grosser erfolgt im allgemeinen das Ein-
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dringen in die Oberfléche der temporéren Kapseln. Je gros-
ser das Eindringen ist, umso weniger wird die erzielte Mem-
bran durchlissig sein. Permanente Vernetzungen werden zu-
folge der Salzbildung zwischen den mit Siuren reagierenden
Gruppen des vernetzenden Polymers und den sauren Grup-
pen des Polysaccharidmaterials erzielt. Eine Semipermeabili-
tdt ldsst sich in gewissen Grenzen dadurch steuern, dass man
das Molekulargewicht des vernetzenden Polymers, dessen
Konzentration und die Dauer der Reaktion richtig wihlt.
Mit Erfolg verwendete, vernetzende Polymere sind Poly-
dthylenimin und Polylysin. Das Molekulargewicht kann je
nach dem Ausmass der erforderlichen Permeabilitit zwi-
schen 3000 und 100 000 schwanken. Gute Resultate erzielt
man unter Verwendung von Polymeren mit einem durch-
schnittlichen Molekulargewicht im Bereiche von ungefihr
35 000.

Die Kapseln konnen so gestaltet werden, dass sie dank
einer besonderen Auswahl des vernetzenden Polymers eine
gute in vivo-Lebensdauer aufweisen. Proteine oder Polypep-
tidvernetzer, wie z. B. Polylysin, werden in vivo leicht ange-
griffen, wodurch die Membran relativ rasch zerstort wird.
Durch Séugetiere oder Menschen nicht leicht verwertbare
Vernetzungsmittel, wie z. B. Polyéthylenimin, erlauben eine
langere Lebensdauer der Membranen. Durch Auswahl des
vernetzenden Polymers oder durch gleichzeitige oder nach-
trigliche Vernetzung mit zwei oder mehreren solcher Mate-
rialien ist es moglich, die Lebensdauer des implantierten Ge-
webes nach dem gesteckten Ziele zu erreichen.

Es ist ferner auch bei gewissen zur Bildung der tempori-
ren Kapseln verwendeten Materialien moglich, den Massen-
transfer innerhalb der Kapsel nach erfolgter Bildung der per-
manenten Membran dadurch zu verbessern, dass man die
Bedingungen, unter welchen das Material fliissig ist, wieder-
um herzustellen, beispielsweise durch Entfernen des mehr-
wertigen Kations. Dies kann durch Ionenaustausch, z.B.
durch Eintauchen in einen mit Phosphat gepufferten salzhal-
tigen Puffer oder Citratpuffer geschehen. In gewissen Fillen,
z.B. dann, wenn man das eingekapselte Gewebe konservie-
ren will oder wenn die temporér gelierte Kapsel permeabel
ist, kann es von Vorteil sein, das eingekapselte gummiartige
Material in vernetztem, geliertem Zustande zu belassen.

Eine andere Methode der Membranbildung besteht in ei-
ner Grenzflichenpolykondensation oder.-polyaddition, dhn-
lich der in der amerikanischen Patentschrift Nr. (Serie Nr.
606 166) beschricbenen Methode. Gemiss dieser Methode
wird eine Suspension von temporéren Kapseln in einer wiss-
rigen Losung eines wasserloslichen Reaktionsmittels aus ei-
nem Paar komplementidrer Monomere, welche ein Polymer
zu bilden vermdgen, hergestellt. Hierauf wird die wiissrige
Phase in einer hydrophoben Fliissigkeit, in welcher das kom-
plementire Reaktionsmittel 16slich ist, suspendiert. Bei der
Zugabe des zweiten Reaktionsmittels zum Zweiphasensy-
stem tritt an der Grenzflache Polymerisation ein. Die Per-
meabilitdt ldsst sich dadurch steuern, dass man das hy-
drophobe Losungsmittel und die Konzentration der Reak-
tionsteilnehmer in richtiger Weise aufeinander abstimmt.
Eine weitere Moglichkeit zur Bildung einer semipermeablen
Membran besteht darin, dass man eine gewisse Proteinmen-

. gein eine temporire Kapsel einbringt, worauf an den Grenz-
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flichenschichten durch Behandlung mit einer Losung eines
vernetzenden Mittels, wie z. B. Glutaraldehyd, die Vernet-
zung stattfinden kann.

Das vorbeschriebene Verfahren wurde zum Einkapseln
von lebefdhigen Langerhans-Inseln angewandt, welche in ei-
nem Medium, welches die fiir die Lebensfihigkeit und das
Aufrechterhalten des in vitro Metabolismus des Gewebes er-
forderlichen Materialien enthilt, in Gegenwart von Glucose
Insulin ausstossen. Dermassen eingekapseltes Gewebe liess
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sich withrend drei Monaten in lebensfihigem Zustande er-
halten. Auch Leberzellen wurden eingekapselt und haben
sich in einem physiologisch aktiven Zustande gezeigt.

Die vorliegende Erfindung erméglicht eine Gewebeim-
plantationsmethode, welche keinen chirurgischen Eingriff
erfordert und keine Probleme der Immunreaktion mit sich
bringt. Dafiir werden die Kapseln an einer geeigneten Stelle
des Korpers injiziert und funktionieren solange normal, bis
das Gewebe erschdpft ist oder bis die natiirlichen Ké6rper-
vorgénge die Kapseln isolieren, weil die fiir die Lebensfihig-
keit des Gewebes erforderlichen Substanzen nicht mehr zur
Verfligung stehen. In diesem Zeitpunkt kann man, da fiir
das Implantat kein chirurgischer Eingriff erforderlich war,
frisches Gewebe durch eine weitere Injektion leicht zufiihren.
Der menschliche oder tierische Kdrper kann daher, solange
erwiinscht, mit der spezifischen Funktion versehen werden:

Gemiss einer bevorzugten Ausfithrungsform der Erfin-
dung werden tierische oder menschliche Langerhans-Inseln
oder -Inselpriparate, welche die gewiinschten Mengen an
A-, B- und/oder D-Zellen aus den Inseln enthalten, in mit
Polylysin und/oder Polyithylenimin vernetzten Alginat-
membranen eingekapselt. Diese lassen sich periodisch bei-
spielsweise in die Bauchhéhle eines an Diabetes leidenden
menschlichen oder tierischen K 6rpers injizieren und funktio-
nieren als kiinstliche Bauchspeicheldriise.

Ein erstes Ziel der vorliegenden Erfindung ist daher die
Schaffung eines Verfahrens zum Einkapseln von lebenden
Zellen, Organellen oder Gewebe in eine Membran, welche
fiir Ndhrmittel und andere fiir das Aufrechterhalten der Le-
beféhigkeit und des Metabolismus erforderliche Substanzen
und fiir metabolische Produkte permeabel ist, fiir Bakterien
und fiir ein Molekulargewicht iiber einem bestimmten Wert
aufweisende Substanzen jedoch undurchlissig ist, um auf
diese Weise fiir das immunologische Abstossen fremden Ge-
webes verantwortliche Mittel auszuschliessen. Andere Ziele
der Erfindung umfassen die Schaffung von eingekapseltem
lebendem Gewebe, welches fiir die Erzeugung von Hormo-
nen, wie z.B. Insulin, und fiir die Bewirkung komplexer che-
mischer Verdnderungen im in vivo-Gewebe brauchbar ist.
Auf diese Weise kann man ein Insulin erzeugendes System,
ein Korperfliissigkeiten entgiftendes System und eingekap-
selte Aktivkohle herstellen.

Die vorerwéihnten Ziele und Aspekte der vorliegenden
Erfindung werden durch die folgende Beschreibung anhand
bevorzugter Ausfithrungsformen und mit Hilfe der beiliegen-
den Zeichnung erliutert.

Die beiliegende Zeichnung veranschaulicht in schemati-
scher Weise eine bevorzugte Methode fiir das Einkapseln
von fiir das erfindungsgemisse Verfahren verwendbarem le-
bendem Gewebe, sowie die in Frage kommende Mikrokap-
sel.

Die einzukapselnden Gewebe, Organellen oder Zellen
werden in an sich bekannter Weise in fein verteilter Form
hergestellt und in einem fiir die Aufrechterhaltung und das
Fordern der vor sich gehenden metabolischen Prozesse des
in Frage stehenden Gewebes geeigneten, wissrigen Medium
suspendiert. Fiir diesen Zweck geeignete Medien sind im
Handel zugéinglich. Der mittlere Durchmesser des einzukap-
selnden Materials kann weitgehend zwischen weniger als 1
Mikron und mehreren Millimetern schwanken. Langerhans-
Inseln von Menschen und Tieren besitzen im allgemeinen ei-
nen Durchmesser von 140 bis 200 Mikron. Gewiinschten-
falls kann man selbstverstéindlich individuelle Zellen, wie
z.B. Pankreas-B-Zellen, -A-Zellen, -D-Zellen oder verschie-
dene Mischungen davon, ganze Langerhans’ Inseln, indivi-
duelle Hepatozyten, Organellen oder andere Gewebeeinhei-
ten einkapseln. Auch Mikroorganismen sowie nichtlebende
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Materialien, wie z. B. biologische Materialien, kdnnen einge-
kapselt werden.

Die Dauer der Lebeféhigkeit solcher lebenden Bestand-
teile hiingt unter anderem von der Zuginglichkeit der erfor-
derlichen Nihrstoffe, dem Sauerstofftransfer, der Abwesen-
heit toxischer Substanzen im Medium und vom pH-Wert des
Mediums ab. Bisher war es nicht méglich, solche lebende
Materialien in einer physiologisch vertriglichen Umgebung
bei gleichzeitiger Einkapselung bestéindig zu erhalten. Das
Problem lag darin, dass die fiir die Membranbildung erfor-
derlichen Bedingungen fiir das Gewebe tddlich oder schid-
lich waren. Es bestand keine Methode zur Membranbildung
bei Anwesenheit eines in gesundem Zustande lebensfihigen
Gewebes. Es wurde nun festgestellt, dass gummiartige, was-
serldsliche Substanzen, welche mit dem lebenden Gewebe
physiologisch vertriglich sind und unter Bildung einer die
Form beibehaltenden, kohidrenten Masse in einen wasserun-
16slichen Zustand iibergehen kdnnen, zur Bildung einer
«temporaren Kapsel» oder einer Schutzschicht um die Ge-
webepartikel verwendet werden konnen. Solche Materialien
werden vorzugsweise bei niedriger Konzentration dem Ge-
webekulturmedium zugesetzt. Die Lésung wird hierauf zu
Tropfen verformt, welche neben dem Aufrechterhaltun gsme-
dium Gewebe enthalten, worauf die Losung unmittelbar in
einen wasserunlslichen Zustand iibergefiihrt und minde-
stens an der Oberflichenschicht geliert wird. Hierauf werden
die die Form beibehaltenden temporiren Kapseln mit einer
permanenten, semipermeablen Membran ausgeriistet. In je-
nen Fillen, in denen das zur Bildung der temporiren Kap-
seln verwendete Material dies zulésst, kann der Kapselinhalt
nach der Bildung der permanenten Membran erneut verfliis-
sigt werden. Dies geschieht durch erneutes Zustandebringen
solcher Bedingungen im Medium, bei welchen das Material
16slich ist.

Das zur Bildung der temporiren Kapseln verwendete
Material kann ein beliebiges nichttoxisches, wasserlSsliches,
gummiartiges Material sein, welches durch Veriindern der
Umgebungstemperatur, des pH-Wertes oder der ionischen
Umgebung oder der Konzentration in eine die Form beibe-
haltende Masse iibergefiihrt werden kann. Bevorzugterweise
enthalt dieses Material mehrere, leicht ionisierbare Gruppen,
wie z.B. Carboxyl- oder Aminogruppen, welche unter Salz-
bildung mit Polymeren, welche mehrere Gruppen enthalten,
die unter Bildung von entgegengesetzten Ladungen ionisier-
bar sind, reagieren kdnnen. Wie weiter unten erldutert wird,
erlaubt diese Art von Materialien die Entstehung einer per-
manenten Membran mit gewiinschter Porositit und eine
vorbestimmte in vivo-Lebensdauer in den Oberflichen-
schichten der temporéren Kapsel.

Die zur Bildung der temporiren Kapseln bevorzugten
Materialien sind wasserlosliche, natiirliche oder synthetische
Polysaccharidmassen. Solche Materialien sind im Handel
zugénglich. Dabei handelt es sich vorwiegend um aus vegeta-
bilischen Materialien extrahierte Substanzen, wie sie héufig
als Zusatzstoffe zu verschiedenen Nahrungsmitteln einge-
setzt werden. Natriumalginat gilt als besonders bevorzugtes
wasserlosliches Material. Andere verwendbare, gummiartige
Materialien sind Guargummi, Gummi-arabikum, Carragee-
nan, Pektin, Tragantgummi, Xanthangummi oder deren
saure Fraktionen.

Diese Materialien enthalten glucosidvernetzte Saccharid-
ketten. Viele dieser Materialien enthalten freie saure Grup-
pen, die hiufig in Form von Salzen mit Alkalimetallionen,
z.B. Natrium, vorhanden sind. Wird ein mehrwertiges Ion,
z.B. Calcium oder Strontium, durch ein Alkalimetallion aus-
getauscht, so werden die fliissigen, wasserléslichen Polysac-
charidmolekiile «vernetzt», und zwar unter Bildung eines
wasserunldslichen, seine Form beibehaltenden Gels, das



nach der Entfernung der Ionen durch Ionenaustausch oder
mit Hilfe eines Sequestriermittels wiederum 1slich gemacht
werden kann. Im wesentlichen lassen sich beliebige mehrwer-
tige, Salze bildende Ionen einsetzen. Vorzugsweise wird man
physiologisch vertrégliche Ionen, wie z. B. Calcium, verwen-
den. Dadurch wird das Halten des Gewebes im lebenden Zu-
stande begiinstigt. Fiir weniger empfindliche Materialien
konnen auch andere mehrwertige Kationen eingesetzt wer-
den.

Andere gummiartige Materialien kénnen durch Verin-
dern des pH-Wertes des Mediums, in welchem sie gelost
sind, aus dem wasserldslichen in den gelierten, wasserunlsli-
chen Zustande iibergefiihrt werden und umgekehrt.

Eine typische Losungszubereitung aus Gewebe-Gewebe-
medium-Gummimasse besteht aus gleichen Volumina Gewe-
be in seinem Medium und einer 1 bis 2%-igen Ldsung des
gummiartigen Materials in physiologischer Kochsalzlosung.
Bei Verwendung von Natiiumalginat wird mit Erfolg eine
1,0 bis 1,5%-ige Losung verwendet.

Beim Einkapseln von gegen Temperatureinfliisse wider-
standsfahigen Materialien kann man Gelatine oder Agar zur
Bildung der temporéren Kapseln verwenden. Diese Materia-
lien lassen sich durch Injektion in eine eine niedrige Tempe-
ratur aufweisenden Umgebung gelieren. Andere wasserlosli-
che Substanzen, wie z.B. Hydroxyathylmethacrylat, kénnen
ebenfalls verwendet werden. "

In der nichsten Stufe des Einkapselungsverfahrens wird
die das Gewebe enthaltende gummiartige Lésung zu Tropf-
chen gewiinschter Grésse verformt. Hierauf werden die
Tropfchen unmittelbar zu die Form beibehaltenden sphéri-
schen oder spheroidischen Massen geliert. Eine fiir die
Durchfiihrung dieser Arbeitsstufen verwendbare Vorrich-
tung ist in der beiliegenden Zeichnung BC veranschaulicht.
Ein eine wiissrige Losung mit mehrwertigem Kation, z. B.
eine 1,5%ige Calciumchlorididsung, enthaltender Becher 10
wird mit einem magnetischen Riihrstab 11 und einem Riihr-
werk 12 ausgeriistet. Der Rithrmechanismus wird so betii-
tigt, dass ein Wirbel 14 mit einem hohlen Zentrum 16 ent-
wickelt wird. Ein Kapillarrohr 18 mit bestimmtem Innen-
durchmesser wird innerhalb des Hohlbereiches 16 des Wir-
bels angeordnet und mit einem Vibrator 20 ausgeriistet. Die
das Gewebe und das geldste, gummiartige Material enthal-
tende Suspension wird durch die Kapillare zugefiihrt. Die
Wirkung der Oberflichenspannung, welche die Bildung von
verhaltnisméssig grossen Tropfen mit sich bringen wiirde,
wird mit Hilfe des Vibrators so verringert, dass Tropfchen,
wie durch 22 erldutert, von einer mit dem Innendurchmesser
des Kapillarrohres vergleichbaren Grésse aus der Spitze des
Kapillarrohres weggeschiittelt werden. Diese Tropfchen
kommen unmittelbar mit der Losung in Beriihrung, wobei
die Calciumionen absorbieren. Daraus ergibt sich eine
«Quervernetzung» des Gels und die Bildung einer die Form
behaltenden, hochviskosen, schiitzenden Temporirkapsel,
welche das suspendierte Gewebe und sein Medium enthilt.
Die Kapseln werden in der Losung als separate Phase ge-
sammelt und durch Ansaugen abgetrennt.

Gemiss einer Ausfiihrungsform des Verfahrens wird eine
kleine Menge des Polymers der fiir das permanente Querver-
netzen des gummiartigen Materials verwendeten Art gleich-
zeitig mit den mehrwertigen Ionen und der Lésung (oder ei-
ner das verwendete gummiartige Material zu gelieren vermo-
genden anderen Losung) einbezogen. Daraus ergibt sich die
Bildung von permanenten Vernetzungen. Kapseln dieser Art
besitzen gewisse Vorteile, wenn es darum geht, das Gewebe
moglichst bestéindig zu erhalten.

Bei der néichsten Arbeitsstufe wird eine semipermeable
Membran um die Oberfliche der temporiren Kapseln gebil-
det. Zur Bewirkung dieses Effektes kann man sich verschie-
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dener bekannter Methoden bedienen. So kann man bei-
spielsweise Grenzflichenpolymerisationstechniken anwen-
den. Bei der Grenzflichenpolymerisation bringt man ein
Paar mindestens difunktioneller, miteinander reaktionsfihi-
ger Monomerer oder ein Monomer und ein relativ niedrig-
molekulares Polymer, von denen eines in polaren Ldsungs-
mitteln, wie z. B. Wasser, und das andere in hydrophoben
Lasungsmitteln, wie z.B. Hexan, 16slich ist, an der Grenzfli-
che einer Emulsion vom Wasser-in-Oltypus zur Umsetzung.
Gemiss dem in der obigen amerikanischen Patentschrift ge-
nannten Verfahren wird das einzukapselnde Material in
Wasser zusammen mit der wasserlslichen Reaktionskom-
ponente suspendiert oder geldst, die wissrige Phase in einem
hydrophoben Losungsmittel emulgiert und das komplemen-
tare Monomer der kontinuierlichen Phase des Systems so zu-
gegeben, dass eine Polymerisation an den wissrigen Tropf-
chen stattfindet. Durch Steuern der Beschaffenheit des kon-
tinuierlichen Phasenldsungsmittels und der Konzentration
des darin vorhandenen Reaktionsmittels ist es moglich, die
Porengrosse zu steuern und semipermeable Mikrokapseln zu
bilden.

Diese Arbeitsweise kann erfindungsgemiss dann einge-
setzt werden, wenn das wasserldsliche Reaktionsmittel in ei-
ner wéssrigen Losung gel6st und die Lésung dazu verwendet
wird, um die temporiren Kapseln zu suspendieren. Diese
fliissige Suspension wird hierauf beispielsweise in Hexan
oder einer Mischung von Hexan und Chloroform emulgiert.
Das komplementéire Monomer wird hierauf, vorzugsweise in
nacheinander zugesetzten Portionen, hinzugegeben, um die
Grenzflichenpolymerisation an der Oberfliche der wissri-
gen Tropfchen zu erzielen. Wegen der das suspendierte Ge-
webe umgebenden gelierten Masse aus Polysaccharid und
insbesondere dann, wenn als wasserloslicher Reaktionspart-
ner in geeigneter Weise gepufferte, polyfunktionelle Amino-
gruppen enthaltende Polymere, wie z. B. gewisse Proteine,
verwendet werden, erfolgt das Verfahren derart, dass das
Gewebe die Einkapselung in lebensfihigem Zustande iiber-
lebt. Zu den fiir die Bildung von Membranen mit polyfunk-
tionellen Aminen brauchbaren Substanzen gehoren Disiu-
ren, Diséurehalogenide und multifunktionelle Sulfonylhalo-
genide. Ausser den Polyamiden kénnen auch Diamine, Poly-
ole und Diole verwendet werden. Mehrere Aminogruppen
enthaltende Molekiile kdnnen ebenfalls mit Glutaraldehyd
unter Bildung einer Membran vernetzt werden. Eine andere
wertvolle Methode zur Membranbildung ist die Grenzfli-
chenpolymerisation unter Anwendung von Polyadditionsre-
aktionen. In diesem Falle reagieren beispielsweise an den
Oberfléchenschichten der temporiren Kapseln absorbierte
multifunktionelle Amine mit Epichlorhydrin, epoxydierten
Polyestern oder Diisocyanat.

Die in der beiliegenden Zeichnung als Stufe D wiederge-
gebene bevorzugte Methode zur Bildung der Membran ist
die permanente Vernetzung der Oberflachenschichten der
Trépfchen, indem man sie mit einer wéssrigen Losung eines
Polymers behandelt, welches Gruppen enthilt, die mit funk-
tionellen Gruppen in den Gelmolekiilen zu reagieren vermo-
gen. Gewisse langkettige quaternire Ammoniumsalze lassen
sich unter gewissen Umstinden fiir diesen Zweck verwen-
den. Verwendet man saure gummiartige Materialien, so
kann es sich um Polymere handeln, welche saure reaktions-
fahige Gruppen enthalten, wie z.B. Polyithylenimin und Po-
lylysin. In diesen Féllen werden die Polysaccharide durch
Reaktion der Carboxylgruppen mit den Amingruppen quer-
vernetzt. Die Durchldssigkeit Iisst sich durch Wahl des Mo-
lekulargewichtes des Vernetzungspolymers steuern. So wird
beispielsweise eine Losung eines Polymers mit niedrigem
Molekulargewicht in einer bestimmten Zeitdauer stirker in
die temporaren Kapseln eindringen als ein Polymer mit hohem
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Molekulargewicht. Das Eindringungsausmass des vernetzen-
den Mittels entspricht der erreichbaren Permeabilitdt. Im all-
gemeinen werden die Porengrdssen mit zunehmendem Mole-
kulargewicht und geringerer Durchdringung grdsser sein. Im
allgemeinen lassen sich Polymere mit einem Molekularge-
wicht von 3000 bis 100 000 Dalton oder mehr je nach der
Reaktionsdauer, der Konzentration der Polymerldsung und
dem gewiinschten Durchldssigkeitsausmass verwenden. Eine
At erfolgreicher Umsetzungsbedingungen besteht in der
Verwendung von Polylysin mit einem durchschnittlichen
Molekulargewicht von ungefihr 35 000 Dalton bei einer Re-
aktionsdauver von 2 Minuten und unter Riihren einer physio-
logischen Kochsalzlosung, welche 0,0167% Polylysin ent-
hilt. Fiir das Steuern der Durchléssigkeit geeignete, optima-
le Reaktionsbedingungen fiir ein gegebenes System lassen
sich leicht empirisch bestimmen.

Die Wahl des Vernetzungsmittels bzw. der Vernetzungs-
mittel bestimmt gleichfalls die in vivo-Verweilzeit der Kap-
seln. Im oben beschriebenen System umfasst die permanente
Kapselmembran ein entweder mit einem Polypeptid und/
oder Protein, z.B. Polylysin, oder einer synthetischen Sub-
stanz, wie z. B. Polyéthylenimin, vernetztes Polysaccharid
(eine leicht injizierbare Substanz). Die Polymeren schwanken
je nach dem, wie sie in vivo dispergiert werden konnen. Ge-
wisse Polymere, wie z.B. Protein, lassen sich leicht digerie-
ren, wihrend andere sich leicht zersetzen und noch andere
unverdndert bleiben. Das erfindungsgemésse Verfahren
macht sich eine Quervernetzung mit einem oder mehreren
Polymeren zunutze, um auf diese Weise Kapseln zu erzeu-
gen, welche einen bestimmten Auflosungsgrad in vivo auf-
weisen, wobei dieser Auflosungsbereich im allgemeinen zwi-
schen einigen Stunden oder Tagen liegt, um endgiiitig zu
sein. Nachstehend findet sich ein Beispiel dariiber, wie Kap-
seln erzeugt werden, welche mindestens ungefihr 2 Monate
innerhalb der Bauchhdhle von Ratten intakt bleiben. Die Er-
findung sei aber keineswegs auf diese bestimmten Kapsel-
membranen oder auf Kapseln mit einer derartigen in vivo-
Laufzeit eingeschrinkt. Die optimale in vivo-Lebensdauer
der Mikrokapseln hingt nimlich vom beabsichtigten Zweck
und Gebrauch und von der Stelle der Implantation ab. Der
Fachmann weiss, wie er Mikrokapseln empirisch mit einer
bestimmten in vivo-Lebensdauer herstellen kann.

In diesem Zeitpunkte der Einkapselung kann man die
Kapseln, welche eine permanente semipermeable Membran
aufweisen, welche eine gelierte Losung eines gummiartigen
Materials, ein mit dem Gewebe vertrigliches Kulturmedium
und Gewebepartikel umhiilit, sammeln. Solt das Gewebe in
einer Schutzumgebung bloss aufbewahrt werden, so braucht
man keine weiteren Schritte einzuleiten. Ist aber innerhalb
der Kapseln und durch die Membranen hindurch ein Trans-
fer der Masse vorzunehmen, so ist es vorteilhaft, das Gel
wiederum in seine wasserldsliche Form zu verfliissigen. Dies
kann dadurch geschehen, dass man die Bedingungen, unter
welchen das gummiartige Material eine Fliissigkeit ist, wie-
der herstellt, indem man beispielsweise den pH-Wert des
Mediums veriindert oder die verwendeten Calcium- oder an-
deren mehrwertigen Kationen entfernt. In den in Gegenwart
von mehrwertigen Kationen unléslichen Gelen kann man
das Medium in der Kapsel durch blosses Eintauchen der
Kapseln in eine mit Phosphat gepufferte Kochsalzlosung,
welche Alkalimetallionen und Wasserstoffionen enthilt, wie-
derum aufldsen. Einwertige Ionen fiihren zu einem Aus-
tausch mit den Calciumionen oder anderen mehrwertigen
Tonen innerhalb des gummiartigen Materials, wenn, wie dies
durch Fig. E der beiliegenden Zeichnung ersichtlich ist, die
Kapseln unter Rithren in die Lésung eingetaucht werden.
Fiir den gleichen Zweck kann man auch andere Salze, wie
z.B. Natriumzitrat, verwenden.
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Je nach der Art der verwendeten Technik fiir die Herstel-
lung der semipermeablen Membran kann es schliesslich
wiinschenswert sein, die Kapseln so zu behandeln, dass freie
Aminogruppen oder dhnliche Gruppen, welche ansonsten
den Kapseln eine Neigung zur Klumpenbildung geben konn-
ten, gebunden werden. Dies kann beispielsweise durch Ein-
tauchen der Kapseln in eine Natriumalginatlosung gesche-
hen.

Die Erfindung ermdglicht, wie dies bereits erwdhnt wor-
den ist, die Injektion von eingekapseltem, fein verteiltem Ge-
webe, von mehrzelligen Fraktionen davon oder von indivi-
duellen Zellen in eine bestimmte Stelie eines tierischen oder
menschlichen Korpers zum Zwecke, diesen Korper wenig-
stens temporir mit der dem Gewebe eigenen physiologischen
Funktion zu versehen. Dies bringt die beiden folgenden Vor-
teile mit sich, ndmlich man braucht nicht zu einer chirurgi-
schen Implantation zu greifen (obgleich die Kapseln ge-
wiinschtenfalls auch chirurgisch implantiert werden kdnnen)
und man vermeidet mit Erfolg die Probleme der Immunre-
aktion und der natiirlichen physikalischen Abstossung. Die
Kapselmembranen werden vorzugsweise aus Substanzen be-
stehen, welche nach der Verwertung des Gewebes abgestos-
sen werden. Wie bereits oben erwihnt worden ist, kann dies
durch Verwendung eines Quervernetzers erfolgen, welcher
einem in vivo-Zusammenbruch widersteht, wodurch eine
wertvolle in vivo-Lebensdauer erreicht wird.

Aus den obigen Ausfiihrungen geht hervor, dass das er-
findungsgemaisse Einkapselungsverfahren (und die darauf
beruhende Implantationstechnik) unter Verwendung einer
grossen Zahl von Reaktionsmitteln und eingekapselten Ma-
terialien durchgefiihrt werden kann, wobei man, ohne vom
Erfindungsgedanken abzugehen, diese Methoden stark va-
riieren kann.

Die nachstehenden Beispiele sollen die Erfindung néher
erldutern, ohne sie einzuschranken. ’

Beispiel 1

Langerhans-Inseln wurden aus Rattenpankreas gewon-
nen und einer kompletten Gewebekultur (CMRL-1969 Con-
naught Laboratories, Toronto, Canada) bei einer Konzen-
tration von ungefahr 102 Inseln pro ml hinzugegeben. Die
Gewebekultur enthielt simtliche fiir eine kontinuierliche Le-
befihigkeit der Inseln sowie der Aminosduren, welches
durch die B-Zellen fiir die Herstellung von Insulin verwendet
wurden, erforderlichen Néhrstioffe. Vier Zehntel eines Milli-
liters der Inselsuspension wurde hierauf zu einhalb Milliliter
1,2%-igem Natriumalginat (Sigma Chemical Company) in
physiologischer Kochsalzlgsung hinzugegeben.

Hierauf wurden 80 ml einer 1,5%-igen Calciumchloridld-
sung in einen 150 ml Becher, welcher mit einem Rithrwerk
versehen ist, eingebracht und so geriihrt, dass die Bildung ei-
nes Wirbels, welcher im Zentrum einen konisch geformten
Hohtraum bildet, erzeugt wurde. Hierauf wurde ein Kapil-
larrohr aus Glas mit allméhlich abnehmendem Durchmesser
und in einer Spitze mit einem inneren Durchmesser von un-
gefihr 300 p endend mit einem Vibrationsgerét (60 Umdre-
hungen pro Sekunde) ausgeriistet. Die Kapillarspitze wurde
hierauf in das Zentrum des Wirbels eingesetzt, das Vibra-
tionsgerit eingeschaltet und die aus Natriumalginat, Kultur-
medium und Gewebe bestehende Suspension mit einer Infu-
sionspumpe hindurchgezwéngt. Von der Spitze des Kapillar-
rohrs wurden auf diese Weise Tropfchen mit einem Durch-
messer von 300 bis 400 Mikron ausgestossen und sofort in
die Calciumldsung eingefiihrt.

Nach Ablauf von 10 Minuten wurde der Riihrer abge-
stellt und die obenauf fliessende Lsung durch Ansaugen
entfernt. Die gelierten Kapseln wurden hierauf in einen Be-
cher iibertragen, welcher 15 ml einer Losung enthielt, welche



aus 1 Teil einer 2%-igen 2-(Cyclohexylamino)-dthansulfon-
sdurelosung in 0,6%-igem Natriumchlorid (isotonisch, pH
= §,2), verdiinnt mit 20 Teilen 1%-igem Calciumchlorid,
bestand. Nach 3 miniitigem Eintauchen wurden die Kapseln
zweimal in 1%-iger Calciumchloridlésung gewaschen.

Die Kapseln wurden hierauf in eine 32 ml Lsung einge-
bracht, welche 1:80 1%-iges Polylysin (durchschnittliches
Molekulargewicht 35 000 atomare Masseneinheiten) in phy-
siologischer Kochsalzlésung enthielt. Nach 3 Minuten wur-
de die Polylysinlosung dekantiert. Die Kapseln wurden hier-
auf mit 1%iger Calciumchloridlésung gewaschen und er-
neut wihrend 3 Minuten in einer Losung von Polyéthylen-
imin (Molekulargewicht 40 000 bis 60 000), erhalten durch
Verdiinnen einer 3,3%-igen Polyathyleniminlésung in Mor-
pholino-propansulfonsiure-Pufferlésung (0,2 molar, pH =
6) mit geniigend 1%-iger Calciumchloridlésung, um letzt-
endlich eine Polymerkonzentration von 0,12% zu erhalten,
suspendiert. Die so erhaltenen Kapseln, welche permanente
semipermeable Membranen enthielten, wurden hierauf zwei-
mal mit 1%-iger Calciumchloridlésung und zweimal mit
physiologischer Kochsalzlésung gewaschen und dann mit
10 ml einer 0,12%-igen Alginséureldsung vermischt.

Diese Kapseln widerstanden einer Klumpenbildung, wo-
bei manche der Kapseln in wahrnehmbarer Weise Langer-
hans-Inseln zeigten. Das in den Kapseln vorhandene Gel
wurde durch Eintauchen der Kapseln in eine Mischung einer
Kochsalzlosung und Citratpufferlosung (pH = 7,4) wih-
rend 5 Minuten erneut fliissig gemacht. Schliesslich wurden
die Kapseln in einem CMLR-69-Medium suspendiert.

Unter dem Mikroskop betrachtet, zeigen diese Kapseln
dasin der beiliegenden Zeichnung wiedergegebene Ausse-
hen. Sie besitzen eine dusserst diinne Membran 24, welche
eine Insel 26 umschliesst, worin einzelne Zellen 28 festgestellt
werden konnen. Molekiile mit einem Molekulargewicht bis
zu ungefahr 100 000 konnen durch die Membran 24 hin-
durchgehen. Auf diese Weise konnen Sauerstoff, Aminosau-
ren, Néhrstoffe und Plasmakomponenten, welche in den
Kulturmedien verwendet werden (z. B. fétale Kalbplasma-
komponenten), die Inseln erreichen und eine Exkretion vom
Insulin ermdglichen.

Beispiel 2

Nach wiederholtem Waschen in physiologischer Koch-
salzlosung wurden nach dem Beispiel 1 erhaltene Mikrokap-
seln, welche ungeféhr 15 Inseln aufwiesen, in 3 ml CMRL-
1969 suspendiert. Nach Ablauf von 8 Tagen in Gegenwart
von 600 mg/dl Glucose haben die Kapseln 67 Einheiten/ml
Insulin in 1% Stunden abgesondert. Bei einem zweiten An-
lauf wurden in der gleichen Zeitspanne 68 Einheiten/ml In-
sulin erzeugt. Einwdchige Kapseln im gleichen Medium, je-
doch in Gegenwart von 100 ml/di Glucose ergaben im ersten
Anlauf einen Ausstoss von 25 Einheiten/ml Insulin in 80 Mi-
nuten und im zweiten Anlauf einen solchen von 10 Einhei-
ten/ml.
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Beispiel 3

Diabetes-Ratten mit Blutglucosespiegeln im Bereiche
von 500 bis 700 mg/dl wurden jeweils mit ungefihr 103 In-
seln, welche gemdss Angaben gemiss Beispiel 1 eingekapselt
und in physiologischer Kochsalzlésung suspendiert worden
waren, behandelt. Die Kapseln wurden durch Injektion in
die Bauchhdohle mit Hilfe von 19 Nadeln, die mit einer Sprit-
ze versehen waren, eingefiihrt. Die Blutzuckerspiegel wurden
tdglich gemessen und waren gleichmaissig auf einem Wert
von weniger als 300 mg/dl. Nach 2 Monaten getdtete Tiere
zeigten keine Zeichen irgendeiner toxischen Reaktion an der
Implantationsstelle. Die Kapseln wurden aus den getdteten
Tieren nach 2 monatiger Lebensdauer in vivo intakt ent-
nommen und zeigten keine Anzeichen der Zersetzung.

Beispiel 4
Einkapselung von Hepatozyten
Es wurde wie beim Beispiel 1 gearbeitet mit dem Unter-
schied, dass 0,5 ml einer Leberzellensuspension in einer
Hank’ Losung anstelle der 0,4 ml Insel-Suspension verwen-

- det wurden. Die Lebeféhigkeit des Lebergewebes wurde
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durch Farbstoffausschlusstechnik (Trypanblauausschluss)
demonstriert. Bekanntlich kann Lebergewebe in vitro aus
der Umgebung Toxine aufnehmen. Daher werden Toxine
mit geniigend niedrigem Molekulargewicht, um durch die se-
mipermeable Membran hindurchzugehen, aufgenommen
und durch das Gewebe zerstort. Im wesentlichen sind sdmtli-
che durch die Leber behandelten Toxine niedrigmolekulare
Materialien. Die Toxine konnen aber Proteinkomplexe bil-
den. Die Kapselpermeabilitdt kann je nach Notwendigkeit
schwanken.

Beispiel 5

Die Arbeitsweise von Beispiel 1 wurde wiederholt mit
dem Unterschied, dass Aktivkohle in Partikelform direkt in
der Natriumalginatlosung suspendiert wurde, wobei die
0,5 ml Gewebesuspension wegfiel und Polylysin mit einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 35 000 als Vernet-
zungsmittel verwendet wurde. Solange die Kohlepartikel
kleiner waren als die kleinsten inneren Durchmesser der fiir
die Trépfchenbildung verwendeten Kapillare ergab sich
Kobhle von hoher Oberfliche, umgeben durch eine semiper-
meable Membran. Diese Tropfchen verhinderten in wirksa-
mer Weise das Entweichen von Kohleteilchen oder -staub,
konnten aber zum Absorbieren von Materialien mit mittle-
rem Molekulargewicht von bis zu ungefahr 2000 Dalton aus
der Fliissigkeit, welche die Kapseln passierte, Verwendung
finden.

Das vorliegende Verfahren 14sst sich auch mit anderen le-
benden Zellen, einschliesslich roter Blutzellen unter Verwen-
dung von Serum als Medium, Spermienzellen unter Verwen-
dung von Samen als Medium und Baker’ Hefe verwenden.
Der Fachmann wird es schitzen, dass viele andere Materia-
lien ausser den oben erwdhnten eingekapselt werden konnen
und dass die Durchléssigkeit je nach Anwendungsgebiet ge-
steuert werden kann.
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