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69 Verfahren zum Ziichten von Zellen von Lebewesen in einlagiger Schicht und Vorrichtung zur Ausfiihrung

dieses Verfahrens.

@ Zellen tierischer oder menschlicher Herkunft, die in

vitro in Schichten wachsen, werden auf der Oberfli-
che einer festen pordsen Matrix in der Weise geziichtet,
dass man das Nihrmedium in Form eines diinnen Films
auf die in einlagiger Schicht vorliegenden Einzelzellen auf-
bringt. Dabei wird das Ndhrmedium in Form eines Schaums
zugefiigt, der bei Beriihrung mit der Matrix zusammenfallt
und dann als diinne Schicht durch die Matrix hindurch
auf die Oberfliche der Zellen fliesst, wihrend das Gas in
den Zwischenriumen belassen wird. Das Verfahren ist be-
sonders zur Herstellung von Zellprodukten wie Interferon
oder zur Erzeugung von Virusantigenen geeignet.
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PATENTANSPRUCHE Kunststoffen, Keramik, Glas, einem inerten Metall, einem iner-
1. Verfahren zum Ziichten von Zellen von Lebewesen in ten Metalloxid, einem Phosphat, einem Silikat oder einem Car-
einlagiger Schicht, die sich fest auf einer Oberflache einer bid, verwendet.

festen porosen Matrix befindet, dadurch gekennzeichnet, dass

die sich fest auf der Matrixoberflache befindlichen Zellen mit 5

einer Schicht eines fliissigen Ndhrmediums in Beriihrung

gebracht werden, das sich von einem zusammenfallenden

Schaum ableitet, der aus dem Ndhrmedium und einem Gas

gebildet worden ist. Die Erfindung betrifft ein verbessertes Verfahren zur Ziich-
2. Anwendung des Verfahrens nach Patentanspruch 1 zur 1o tung von Zellen von Lebewesen in vitro in einer einlagigen

Herstellung von Zellprodukten, dadurch gekennzeichnet,dass  Schicht sowie eine Vorrichtung zur Ausfiihrung dieses Verfah-

man die Zellen mit einem Interferon-Induktor oder einem rens.
ansteckenden Virus behandelt, bevor die Zellen mit der Schicht Man kennt zwei Hauptverfahren zum Ziichten von Einzel-
des fliissigen Nahrmediums in Berithrung gebracht werden, zellen oder Mikroorganismen in vitro, ndmlich erstens als

.oder dass man eine einlagige Schicht von Saugetierzellen, die 15 Suspension unter Riihren in einem Reaktionsgefass und zwei-
auf der Oberfliche einer festen pordsen Matrix verankertsind, tens als einlagige Schicht, die auf einer Trageroberfliche fest-
mit einem fliissigen Medium in Beriihrung bringt, das eine Inter- sitzend aufgebracht ist. Gewdhnlich ist das Ziichten in Suspen-

feron-induzierende Substanz enthalt, wobei das fliissige sion nur bei ausgebildeten Zellen, Zellen des lymphozytischen
Medium in Form einer Schicht vorliegt, die sich von einem Typs einschliesslich normaler Lymphozyten, Tumorzellen, wie
zusammengefallenen, aus einem fliissigen Medium und einem 20 den Burkitt-Lymphomzellen, und leukdmischen Myoplasten
Gas erzeugten Schaum ableitet, und danach das Interferon geeignet. Zellen, die Schichten oder Fasern bilden, wie die Bin-
abtrennt. degewebszellen und Epithelzellen, wenn sie nicht iiberfiihrt

3. Vorrichtung zur Ausfiithrung des Verfahrens nach Patent-  werden, erfordern einen festen Trégerstoff, auf dem sie wach-
anspruch 1, bestehend aus einem die zur Anhaftung der Zellen  sen kénnen. Mit diesem letztgenannten Ziichtungsverfahren
feste pordse Matrix enthaltenden Reaktionsgefass mit einem 25 befasst sich vorliegende Erfindung.

Einlass fiir das fliissige Medium und einem Auslass fiir das abge- Das Ziichten in einer Lage im Laboratoriumsmassstab ist
zogene fliissige Medium, dadurch gekennzeichnet, dass dem ein einfaches Verfahren, bei dem sich die Zellen auf einem Tré-
Reaktionsgefiss (2) ein Schaumerzeuger (1) und Mittel zum ger befinden und an den Innenwénden einer ruhenden oder
Aufbringen des erzeugten Schaums auf zumindest einen Teil sich drehenden Flasche wachsen. Es ist bekannt, dass fiir eine

der Oberflache der festen pordsen Matrix (3) zugeordnet sind. 3 einlagige Massenziichtung ein grosser Oberflachenbereich fiir
4, Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-  die Zellen vorgesehen sein muss. Das Drehgefiss ist fiir eine

net, dass man Zellen von Saugetieren, mit Vorteil menschliche ~ Erzeugung im grossen Massstab dadurch angepasst worden,

Zellen, ziichtet. dass man eine Anzahl von Ziichtungsgefissen so miteinander
5. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-  verbindet, dass das Ziichtungsmedium kontinuierlich durch

net, dass man in dem Medium zusitzlich eine nicht-toxische 35 eine Reihe von Gefissen gepumpt werden kann. Diese Verfah-

grenzflichenaktive Verbindung verwendet. ren jedoch, bei denen eine derartige Vorrichtung Anwendung
6. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich-  findet, sind arbeitsaufwendig, da héufig eine Subkultur erforder-

net, dass man zur Erzeugung des Schaums ein Gas verwendet,  lich ist, und ausserdem ist die Vorrichtung als solche teuer,

das bis zu 10% Kohlendioxid enthilt. umfangreich und mechanisch kompliziert.

7. Verfahren nach Patentanspruch 1, dadurch gekennzeich- «»  Eine Vorrichtung, die innerhalb eines einzigen Ziichtungs-
net, dass man einen ausreichend stabilen Schaum verwendet, gefisses eine grosse Oberfliche schafft, ist von W. Wohler und
der ohne wesentliches Zusammenfallen vom Erzeugungsort Mitarbeitern in der Zeitschrift «Journal of Experimental Cell
zum Anwendungsort auf der Matrix iiberfiihrt werden kann. Research» 92(1972), S. 571, beschrieben und ist auch Gegen-

8. Anwendung nach Patentanspruch 2, dadurch gekenn- stand der DT-OS 2 300 567. Diese Vorrichtung besteht aus
zeichnet, dass man als Zellen Haut- und/oder Muskelfibrobla-  :: einem Erlenmeyerkolben, der eine Matrix mit einem hohen
sten verwendet. Oberflichenbereich, wie Glasperlchen, enthélt. Die Zellen wer-

9. Anwendung nach Patentanspruch 2, dadurch gekenn- den auf die Matrix aufgebracht, die in dem Ziichtungsmedium
zeichnet, dass man als Interferon-induzierende Substanz eine vollstindig eingetaucht sind. Das Ziichtungsmedium wird kon-
doppelstrangige Ribonucleinsiure aus einem Virus verwendet.  tinuierlich erginzt.

10. Anwendung nach Patentanspruch 9, dadurch gekenn-  :»  Die Nachteile dieses Submers-Ziichtungsverfahrens sind,

zeichnet, dass man als doppelstrangige Ribonucleinsiure eine dass (1) die Vorrichtung, die zur Aufrechterhaltung der Eigen-
solche verwendet, die aus mit Virusteilchen infiziertem Penicil-  schaften des Mediums erforderlich sind, kompliziert ist, und

lium chrysogenum isoliert worden sind. dass (2) infolge von Unterschieden bei der Konzentration des

11. Anwendung nach Patentanspruch 2 zur Herstellung die Zellen bedeckenden Ziichtungsmediums im allgemeinen
eines Virus in vitro, dadurch gekennzeichnet, dass man eine ein- 5; keine guten Wachstumsbedingungen, wie bei dem Drehgefiss,
lagige Schicht von Zellen von Lebewesen, die auf der Ober- erreicht werden kénnen, in denen die Zellen mit einem diinnen
flache einer festen porosen Matrix verankert sind, mit einem Film des Wachstumsmediums bedeckt sind.
fliisssigen Medium in Beriihrung bringt, das den ansteckenden Derartige Nachteile beim Ziichten von Zellen auszuschal-
Virus enthélt, wobei das Medium in Form einer Schicht vor- ten, lag vorliegender Erfindung als Aufgabe zugrunde. Es
liegt, die sich von einem zusammengefallenen, aus einem fliissi- « wurde nun gefunden, dass man diese Schwierigkeiten dadurch
gen Medium und einem Gas erzeugten Schaum ableitet, und umgehen kann, indem man einen diinnen Film eines Nahrmedi-
danach das Virus abtrennt. ums auf Einzelzellen in einlagiger Schicht aufbringt.

12. Anwendung nach Patentanspruch 11, dadurch gekenn- Gegenstand vorliegender Erfindung ist demzufolge ein
zeichnet, dass man als Virus den Marek-Hiihnerlihmungs-Virus ~ Verfahren zum Ziichten von Zellen von Lebewesen in einlagi-
oder den Maul-Klauenseuche-Virus verwendet. »3 ger Schicht, die sich fest auf einer Oberflache einer festen pord-

13. Vorrichtung nach Patentanspruch 3, dadurch gekenn- sen Matrix befindet, das dadurch gekennzeichnet ist, dass die

zeichnet, dass man als Matrix eine Masse fester Granulate, vor-  sich fest auf der Matrixoberfliche befindlichen Zellen mit einer
zugsweise zylindrische oder kugelige Granulate, in Form von Schicht eines fliissigen Ndhrmediums in Berithrung gebracht



werden, das sich von einem zusammenfallenden Schaum ablei-
tet, der aus dem Ndhrmedium und einem Gas gebildet worden
ist.

Beim erfindungsgemassen Verfahren kann eine einlagige
Schicht von Zellen zumindest teilweise auf der festen pordsen
Matrix festsitzend, erhalten werden, indem man beispielsweise
die Matrix in eine Zellensuspension in einem fliissigen Medium
eintaucht, die Zellen sich auf der Matrix festsetzen lisst und
anschliessend das Suspensionsmedium abzieht. Dann wird in
geeigneter Weise das Ndhrmedium in Form eines Schaums in
einer geniigend raschen Geschwindigkeit zugefiithrt, um ein
Austrocknen der Matrix zu vermeiden, wihrend die Zellen vor-
zugsweise auf der geeigneten physiologischen Temperatur,
d.h. 35 bis 38 °C, gehalten werden. Sobald der Schaum mit der
Matrix in Beriihrung kommt, fillt er zusammen und fliesst als
diinne Schicht durch die Matrix hindurch auf die Oberfliche
der Zellen, wihrend Gas in den Zwischenrdumen belassen
wird. Das aus der Matrix fliessende Medium kann dann entwe-
der abgezogen oder zweckmiissigerweise wiederum eingesetzt
werden. Die Zellen kénnen so lange geziichtet werden, bis die
Matrix mit einer ausreichend grossen einlagigen Schicht Zellen
bedeckt ist. Dann kénnen die Zellen zum Entfernen des Nahr-
mediums gewaschen werden, gegebenenfalls unter Anwen-
dung einer diinnen Schicht eines Waschmittelschaums, worauf
sie dann nach iiblichen Verfahren entfernt, beispielsweise
durch Behandeln mit Trypsin, gegebenenfalls mit schwachem
Bewegen der Matrix, und dann gesammelt werden kénnen.

Dieses Verfahren ist zum Ziichten all derjenigen Zellen
geeignet, die sich von Tieren, einschliesslich Sdugetieren,
Vogeln, Amphibien, Fischen und Insekten ableiten, die in vitro 3
in Schichten wachsen. Als Beispiele derartiger Zellen werden
Epithelgewebe, Bindegewebe, Muskelgewebe, Nervengewebe
und Lymphgewebe genannt. Insbesondere ist das Verfahren
zum Ziichten von Haut- und Muskelfibroblasten geeignet, die
sich von Siugetieren, einschliesslich Menschen, ableiten. 3

Die erfindungsgemiiss einzusetzende Matrix ist pords. Die
Zwischenrdume der pordsen Matrix sollen zweckmissig aus-
reichend gross sein, um (a) die einlagige Schicht der Zellen auf-
zunehmen, (b) das Ziichtungsmedium als diinne Schicht iiber
die Oberfliche der einlagigen Schicht der Zellen fliessen zu las- 40
sen, wihrend das Gas in den Zwischenrdumen zuriickbleibt,
und um (c) ein Entfernen der Zellen zu erméglichen.

Die Oberfliche der porésen Matrix nach vorliegender
Erfindung muss fiir die zu ziichtenden Zellen einmal als Haft-
grund dienen kénnen und zum anderen auch ein leichtes Entfer- 45
nen der Zellen ermoglichen, wenn das Ziichtungsverfahren
beendet ist. Es ist bekannt, dass tierische Zellen besonders gut
an Oberflidchen haften, die hohe Dichten an Natriumionen auf-
weisen. Sie haften deshalb an Substanzen, die eine negative
Ladung aufweisen kénnen und sich deshalb mit den Natriumio-
nen verbinden. Die Matrix kann aus Substanzen gefertigt sein,
an die die Zellen haften oder aus einem inerten Triger beste-
hen und mit einer derartigen Substanz beschichtet bzw. iiberzo-
gen sein. Geeignete Substanzen umfassen Kunststoffe, wie
Polyamide, Polycarbonate, Polystyrol, Epoxyharze, Silikon- 5
Kautschuk, Celluloseacetat, Cellulosenitrat, Zellglas, Polytetra-
fluorathylen, Polyathylen-terephthalat, Polyoxymethylen, fluo-
rierte Athylen/Propylen-Mischpolymerisate, Polyphenyleno-

xid, Polypropylen, Collagen, ferner Glimmer, Kohlenstoff,
unlosliche inerte Metallloxide, Phosphate, Silikate oder Car- o
bide, Siliciumcarbid, inerte Metalle, wie rostfreier Stahl, Alumi-
nium, Titan oder Palladium oder keramische Substanzen oder
Glas. Es ist gefunden worden, dass die verschiedenen Zelltypen
an den Matrices mit unterschiedlichen Festigkeitsgraden haf-
ten. Beispielsweise haften einige Zellen so gut an manchen der
vorgenannten Typen von Trigermaterialien, so dass man
Schwierigkeiten bekommt, diese Zellen zu entfernen, wenn ein
Gewinnen des Ertrags erforderlich ist. Aus diesem Grund ist es
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manchmal notwendig, die Oberflachenelgenschaften dadurch
zu modifizieren, dass man einen Uberzug einer weniger stark an
den Zellen haftenden Substanz aufbringt, die ein Entfernen der
Zellen erleichtert. Wie gefunden worden ist, sind Uberzugssub-
stanzen, die die Zellen leichter von den Matrixoberflichen ent-
fernbar machen, polyfluorierte Kohlenwasserstoffe, wie Poly-
tetrafluorithylen, oder Silicone, wie Polymethylhydrogensilo-
xan. Andererseits kann eine Oberfliche mit einer geringen
Haftfihigkeit verdndert werden, damit sie eine bessere Haftfa-
higkeit erhalt, indem man einen geeigneten Uberzug aufbringt.

Demzufolge hingt der besondere Oberflicheniiberzug, der
einzusetzen ist, von dem Typ der zu ziichtenden Zellen und
auch davon ab, ob ein Entnehmen des Ertrags von der Matrix
erforderlich ist. Ein geeigneter Uberzug oder eine Kombina-
tion von Uberziigen kann fiir jeden besonderen Anwendungs-
zweck empirisch bestimmt werden.

Substanzen, die - wie gefunden wurde - besonders fiir die
Bildung von Matrices zum erfindungsemasen Einsatz vorteil-
haft sind, sind Polycarbonate, Polyamide, wie «Nylon 6»,
«Nylon 11» und «Nylon 12», ferner Glas, Polyoxymethylen,
Polypropylen und 2,6-Dimethyl-phenylenoxid. iiberzogene bzw.
beschichtete Matrices, die fiir die Bildung von Matrices zum
erfindungsgemaissen Einsatz besonders vorteilhaft sind, sind ein
mit Polytetrafluoréthylen, Silikon oder Polymethylhydrogensi-
loxan beschichtetes Polycarbonat, ein mit Silikon, Polytetra-
fluorathylen oder Stearinsdure beschichtetes Glas oder Polyit-
hylenterephthalat, «Nylon 6», «Nylon 11» und «Nylon 12», die
mit Polytetrafluorithylen beschichtet sind.

Bei einer besonderen Anwendung dieses Verfahrens kann
die jeweils ausgewihlte Substanz aufgrund von Nebenfaktoren
bestimmt sein, wie bei einem Verfahren, bei dem die Matrix ste-
rilisiert werden muss.

Die Matrix kann aus einem oder mehreren festen makro-
schwammskelettartigen Stiicken hergestellt sein. Beispiele der-
artiger Matrices sind feste Schiume, die aus einer Substanz
gebildet sind, welche die Zellen zu tragen verméogen, z. B.
Kunststoffe, wie Polyamide, Polycarbonate, Polystyrol oder
eine anorganische Substanz, wie Silicagel.

Gegebenenfalls kann die Matrix in Form eines Pfropfens
aus Fasermaterialien, wie Metalldrahtwolle, Kunststoffwolle
oder Glaswolle, vorliegen. Unter diesen Umstanden wiirde die
Substanz locker gepackt, um ein Zusammenlaufen des Diinn-
schichtflusses zu Fliissigkeitstrépfchen, wobei ein Teil der
Matrix untergetaucht wird, zu verhindern. Ein weiterer Matrix-
typ kann die Form von reguliren Gittern oder Fiden, wie ein
Netz, annehmen, die beispielsweise aus Kunststoff-, Metall-
oder Glasfiden gebildet sind.

Bei einer weiteren anderen Ausfiihrungsform kann die
Matrix aus einer Masse von reguldren oder irreguldren festen

- oder hohlen Granulaten bestehen, die aus den zuvor bespro-

chenen Sustanzen bestehen oder damit beschichtet sind. Die
Form und Grésse der Granulate ist nicht kritisch. Regulére
Formen, wie Kiigelchen oder Zylinder, werden irreguldren For-
men bevorzugt, da gefunden worden ist, dass Zylinder aus Poly-
amiden geeigneter sind als Kunststoffschnitzel oder -abfall,
woraus sie hergestellt worden sind. Kiigelchen sind zweckmis-
siger als Zylinder, da sie bei einem gegebenen Volumen einen
grosseren Oberfldchenbereich aufweisen.

Bei Kiigelchen liegen die geeigneten Durchmesser im
Bereich von 1 bis 10 mm, vorzugsweise im Bereich von 2 bis 4
mm. Die Durchmesser der Zylinder liegen zweckméssiger-
weise im Bereich von 1 bis 10 mm, vorzugsweise 3 bis 5 mm.
Die Linge der Zylinder kann 1 bis 10 mm, vorzugsweise 3 bis 5
mm, betragen. Besonders geeignete Zylinder haben einen
Durchmesser von 4 mm und eine Linge von 4 mm. Die aus klei-
neren als den vorgenannten Substanzstiicken hergestellten
Matrices weisen kleine Porengrossen auf, so dass ein vollstindi-
ges Entfernen der Zellen schwierig ist. Andererseits weisen
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grossere Stiicke einen kieineren Oberflachenbereich auf.

Das bei'dem erfindungsgemissen Verfahren verwendete
Nahrmedium muss leicht assimilierbare Kohlenstoff-, Stick-
stoff- und Sauerstoffquellen enthalten. Das Medium ist auf den
richtigen physiologischen pH-Wert von 6,5 bis 8,0 gepuffert
und kann zusatzlich Metalisalze enthalten, wie Earlesche Salze,
Ascorbinsiure, nicht-essentielle Aminoséuren, wie Alanin,
Asparagin, Asparaginsiure, Glycin, Glutaminséure, Prolin und
Serin, oder ein Serum, wie das Rinderfétus-Serum. Erforderli-

Volumenprozent Sauerstoff, 0,5 bis 7,5 Volumenprozent Koh-
lendioxid und der Rest Stickstoff. Ein bevorzugtes Gemisch
enthilt 5% Kohlendioxid, 10% Sauerstoff und 85% Stickstoff.

Selbstverstandlich kann der Schaum auch aus einem Gas

5 erzeugt werden, das weder als solches noch zusétzlich Kohlen-
dioxid enthalt, wobei der pH-Wert des Mediums mittels Stan-
dardpuffersystemen eingestellt werden kann.

Der Schaum kann durch Ergénzen des Mediums mit einer

nicht-toxischen grenzflichenaktiven Verbindung stabilisiert

chenfalls kann das Nahrmedium auch Antibiotika, wie Penicil- 10 werden. Beispiele von grenzflichenaktiven Verbindungen, die

line, enthalten. Wenn man Zellen von Sdugetieren ziichten will,
kann man beliebige Medien, die iiblicherweise bei derartigen
Zellen eingesetzt werden, beim vorliegenden Verfahren ver-

wenden. Geeignete Nihrbdden sind solche nach Eagle, Fischer,

in dieser Weise vorteilhaft sind, sind Sera, wie das Rinderfotus-
Serum, ferner «Bactopepton», Liponséure, Linolsdure, Methyl-

cellulose, Carboxymethylcellulose, Polyoxyalkylen-Deriyate

von Propylenglykol oder Athylenoxid-Anlagerungsprodukte

Ham, Leibovitz, McCoy, Neumann und Tytell, Puck, Swim, Tro- 5 an Sorbitan-mono-oleat. Eeinige Medien, z. B. diejenigen nach

well oder Waymouth. Ferner eignen sich auch die 199-, NCTC
109-, NCTC 135, CMRL 1066- oder die RPMI-Medien. Der

McCoy oder nach Ham, und die Medien NCTC 109, NCTC 135,

CMRL 1066 enthalten bereits grenzflichenaktive Verbindun-
Schaum kann in den Medien nach iiblichen Verfahren zur gen, wie «Bactopepton», Liponsaure, Linolsdure und Athylen-
Schaumerzeugung erzeugt werden, beispielsweise indemman  oxid-Anlagerungsprodukte an Sorbitan-mono-oleat. Es ist

ein Gas mittels eines oder mehrerer Riihr- oder Schlagbesenin 20 gefunden worden, dass, obwohl diese Medien zum Schidumen
das Nahrmedium einbringt. Gegebenenfalls kann man den gebracht und als diinne Schicht fliessen kénnen, ein weiterer
Schaum auch dadurch erzeugen, dass man sich auf dasim Zusatz von grenzflichenaktiven Verbindungen vorteilhaft sein
Medium geloste Gas verlasst. Durch Verwendung einer Hohl-  kann, um ein zufriedenstellendes Ziichten zu erreichen. Die ein-
raume schaffenden Pumpe, wobei sich ein Rithrer mit hoher gesetzte zusitzliche grenzflichenaktive Verbindung kann eine

Geschwindigkeit dreht, werden in dem fliissigen Medium 25 weitere Menge der bereits in dem Medium vorliegenden grenz-
Bereiche von niedrigem Druck geschaffen, in denen sich Gas-
blasen bilden, die den Schaum hervorrufen. Bei einer weiteren
Ausfithrungsform kann das Gas in die Fliissigkeit mittels eines

oder mehrerer, fest oder beweglich angeordneter Gaszufiihrun-

gen oder durch eine Kugel aus gesintertem Glas eingeleitet
werden.

Der Schaum kann aus einem beliebigen nicht-giftigen Gas
oder Gasgemischen erzeugt werden. Der Schaum kann in dem
Medium unter Verwendung eines véllig inerten Gases erzeugt
werden, und die zur Ziichtung der tierischen Zellen erforderli-
chen aeroben Bedingungen koénnen durch anschliessendes Ein-
bringen der erforderlichen Menge Sauerstoff in das System
erzeugt werden. Es ist gefunden worden, dass sich durch Einlei-
ten von Kohlendioxid in das Kulturmedium ein Gleichgewicht
zwischen dem Kohlendioxid in der Gasphase und dem in der
fliissigen Phase ausbildet. Dieses Gleichgewicht erzeugt eine
Pufferwirkung, die ein Aufrechterhalten eines gleichmissigen
pH-Wertes im gesamten Kulturmedium unterstiitzt. Wenn
zuerst der Schaum in dem Kulturmedium mittels eines inerten
Gases gebildet wird und wenn dann ein zweites Gas hinzu-
kommt, ist es vorteilhaft, dass das zweite Gas in das Kulturme-
dium an einem Punkt eingeleitet wird, entgegengesetzt dem
der Schaum mit der Matrix in Beriihrung gebracht und zusam-
mengefallen ist, um dadurch jedwelche Verschlechterung des
Schaums zu verhindern. Gegebenenfalls kann der Schaum
unmittelbar durch Verwendung eines Gasgemisches mit einem
Gehalt an Sauerstoff und gegebenenfalls Kohlendioxid erzeugt
werden. Unter diesen Umstéinden muss ein inertes Verdiin-
nungsgas mit eingesetzt werden, um sich innerhalb des Kultur-
mediums bildende Oxidationsbedingungen zu verhindern, die
nachteilig auf die Zellen wirken wiirden. Wenn in dhnlicher
Weise Kohlendioxid mitverwendet wird, ist gefunden worden,
dass das Gasgemisch vorzugsweise keinen Sauerstoff und kein
Kohlendioxid allein enthilt, da haufig toxische Wirkungen
beobachtet werden. Aus diesem Grund sollte als Verdiinnungs-
gas Stickstoff zugegeben werden.

Fiir eine aerobe Ziichtung von Zellen von Siugetieren, z. B.
Fibroblasten, sind Gemische mit einem Gehalt von 1 bis 15
Volumenprozent Sauerstoff und 99 bis 85% Stickstoff geeignet.
Ein bevorzugtes Gemisch besteht aus 10% Sauerstoff und 90%
Stickstoff. Im Falle von Schaumen fiir aerobe Ziichtungen, die
aus Gasgemischen mit einem zusétzlichen Gehalt von Kohlen-
dioxid erzeugt worden sind, sind zweckmissige Anteile 7 bis 10

flichenaktiven Verbindung oder eine beliebige andere, unter-
schiedliche grenzflichenaktive Verbindung der vorstehend
genannten Art sein.

Wenn der Schaum erzeugt worden ist, wird er auf die feste

30 Matrix aufgebracht. Um dies zu erreichen, ist der Schaumer-

zeuger so gelegen, dass der Schaum zu mindestens einem Teil
der Matrix zugefiihrt werden kann. Die Uberfiihrung des
Schaums vom Erzeuger zur Matrix wird entweder durch Pum-
pen des Schaums unter Verwendung beispielsweise einer peri-

3 staltischen Pumpe oder dadurch erreicht, dass man von dem

durch den Erzeuger dem Schaum verlichenden Fliessen
Gebrauch macht, beispielsweise wenn der Schaum in einer
Kavitationspumpe oder durch Einblasen von Gas erzeugt wird.
Gegebenenfalls kann der Ort bzw. die Stelle der Schaumerzeu-

s gung oberhalb des Anwendungspunktes gelegen sein, so dass

der Schaum unter Einfluss der Schwerkraft durch Kanile auf
die Matrix fliessen kann.

Eine bevorzugte Eigenschaft, die von dem erfindungsge-
miss verwendeten Schaum gefordert wird, liegt darin, dass er

45 ausreichend stabil sein muss, um auf der Matrix anzukommen,

ohne dass ein betrichtliches Zusammenfallen stattgefunden
hat. Schaume niedriger Stabilitit, die zwischen den Punkten
der Erzeugung und der Anwendung zusammentfallen, neigen
dazu, einen Fliissigkeitsstrom zu verursachen, der die Matrix

su untertaucht, so dass die Vorteile der Filmziichtung nicht

erreicht werden. Dieser unerwiinschte Fliisigkeitsstrom kann
vom Schaum abgeleitet werden, um zuriickgefiihrt oder ver-
worfen zu werden, bevor er auf der Matrix auftrifft, doch kann
dadurch der wirksame Gebrauch des Mediums herabgesetzt

55 werden.

Die Eigenschaften eines jeden einzelnen Schaums kann
durch den Anteil der eingesetzten grenzflachenaktiven Verbin-
dung und durch die Grésse der in die Fliissigkeit eingebrachten
Gasblasen bestimmt werden. Die Schaumstabilitét wird durch

60 einen hoheren Anteil an grenzflachenaktiver Verbindung und

eine Herabsetzung der Gasblasengrosse gesteigert. Der jeweils
gewihite Schaum héngt von der Entfernung ab, die der
Schaum von Erzeuger zum Anwendungspunkt zuriicklegen
muss. Diese Merkmale hiingen dann wieder von der jeweiligen

&5 zur Durchfithrung des erfindungsgemassen Verfahrens einge-

setzten Vorrichtung ab, doch lassen sie sich in einfacher Weise
durch Erzeugen eines Schaums und Beobachten des Grades
seines Zusammenfallens beim Uberfiihren bestimmen. Es ist



gefunden worden, dass ein Schaum, der unter Verwendung
eines Nahrmediums erzeugt worden ist, das mindestens 0,05%
zusitzliche grenzflichenaktive Verbindung enthilt und bei
dem die Gasblasen Durchmesser innerhalb eines Bereiches von
0,1 bis 2 mm einschliesslich aufweisen, einen Weg von minde-
stens 175 cm zuriicklegen muss, ohne dass der Schaum in
betrichtlichem Masse zusammenfillt. Ein bevorzugter Schaum
zur Verwendung unter den jeweiligen Umsténden enthilt 0,1%
grenzflachenaktive Verbindung oder 5 oder 10% eines Serums
und weist Gasblasen eines mittleren Durchmessers von haupt-
sdchlich 0,5 mm auf.

Die Geschwindigkeit, mit der der Schaum auf die Matrix
aufgebracht wird, muss ausreichen, um mit praktisch allen Zel-
len der einlagigen Schicht auf der Matrix in Beriihrung zu
gelangen. Diese Geschwindigkeit hingt von der Art der ver-
wendeten Matrix und der dem Schaum sich anbietenden Quer-
schnittsflache ab. Es ist gefunden worden, dass eine geeignete
Fliessgeschwindigkeit des Schaums, der auf eine Matrix aus
Kiigelchen mit Durchmessern im Bereich von 2 bis 4 mm oder
Zylindern mit Durchmessern von 1 bis 10 mm und Léngen von
1 bis 10 mm aufgebracht werden soll, zwischen 20 und 320 cm?®/
Stunde je cm Bettquerschnittsfldche liegt.

Die Zellen kénnen nach dem Ziichten und vor dem Entfer-
nen mit geeigneten physiologischen Pufferlosungen mit einem
zusitzlichen Gehalt an grenzfléichenaktiver Verbindung, z. B.
mit Phosphat gepufferter Kochsalzlésung mit einem Zusatz an
Methylcellulose, gewaschen werden.

Das erfindungsgemaisse Verfahren ist besonders zur Her-
stellung von Zellprodukten, wie Interferon, oder zur Erzeugung
von fiir einen Einschluss in Vaccinen geeigneten Virusantige-
nen vorteilhaft,

Somit kénnen die Zellen, die sich fest in einer einlagigen
Schicht auf der Matrix befinden, vor einem Inberiihrungbrin-
gen mit dem Film eines fliissigen Nidhrmediums nach vorliegen-
der Erfindung mit einem Interferon-Induktor oder mit einem
ansteckenden Virus behandelt werden. Eine derartige Behand-
lung der Zellen kann entweder vor oder nach dem Festanbrin-
gen der Zellen auf der Matrix erfolgen. Die Behandlung kann
auch vorteilhaft unter Verwendung eines Films durchgefiihrt
werden, der sich von einem zusammengefallenen Schaum ablei
tet.

Somit ist ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfin-
dung die Anwendung des beschriebenen Verfahrens, die im
Patentanspruch 2 definiert ist.

Das Interferon kann in solche Zellen durch Inkubieren mit
induzierenden Substanzen, wie Viren, Teilen von Viren, doppel-
strangiger Ribonucleinsdure aus Viren und synthetischen dop-
pelstrangigen Ribonucleinsiuren, induziert werden. Doppel-
strangige Ribonucleinsiuren mit dieser Fahigkeit konnen aus
bestimmten virusinfizierten Fungi, wie Penicillia und Aspergili,
isoliert werden, wie es beispielsweise in den GB-PS 1 170929
und 1 300 259 sowie von Banks und Mitarbeitern in der Zeit-
schrift «Nature» 218 (1968), S. 542, beschrieben ist.

Der beim erfindungsgemissen Verfahren eingesetzte am
besten geeignete Interferon-Induktor ist eine doppelstrangige
Ribonucleinsdure aus Viren, wie sie in mit Virenteilen infizier-
ten Penicillia, beispielsweise Penicillium chrysogenum (GB-PS
1170 929), Penicillium stoloniferum (Banks und Mitarbeiter in
«Nature» 218 (1968), S. 542) und Penicillium cyaneofulvum
(Banks und Mitarbeiter in «Nature» 213 (1968), S. 155), und in
mit Virusteilchen infiszierten Aspergilli gefunden worden sind,
z. B. Aspergillus niger und Aspergillus foetidus (GB-PS
1300 259). Vorzugsweise stammt die doppelstrangige Ribonu-
cleinsdure aus mit Virenteilchen infizierten Penicillium chryso-
genum (GB-PS 1 170 929).

Fiir eine Virusinfektion héngt die jeweilige Spezies, aus der

die Zelle erhalten wird, vom Typ des herzustellenden Vaccins
ab. Virusantigene zum Einbringen in pharmazeutische Vaccine
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werden aus Zellen hoherer Primaten, wie Affen oder Men-
schen, erzeugt, doch werden sie vorzugsweise aus menschli-
chen Zellen erhalten. Virusantigene zum Einarbeiten in veteri-
nirmedizinische Vaccine werden aus den entsprechenden Tier-
arten hergestellt.

Die Zellen werden durch Inkubieren der Zellen mit anstek-
kenden Viren infiziert. Beispiele von Viren, die nach diesem
Verfahren zur Herstellung von pharmazeutischen Impfstoffen
erzeugt werden konnen, umfassen Tollwut-, Masern-, Mumps-,
Rételn-, Poliomyelitis-, Adeno-, Gelbfieber-, Herpes-, Zytome-
galie-, Influenza-, Parainfluenza-, Hepatitis-, infektiose Mononu-
cleosis- und «Respiratory-syncytial»-Viren (RS-Viren).

Beispiele von Viren, die zur Herstellung von veterinirmedi-
zinischen Impfstoffen erzeugt werden kénnen, umfassen
Marek-Hiihnerlahmungs-, Parainfluenza-, Adeno-, Staupe-, Kat-
zenleukiimie-, infektitse Rinder-Nasen-Luftrohrenkatarrho,
infektiose Bronchitis-, Maul- und Klauenseuche-, Kilberdiar-
rhoée-, Pferde-Rhinopneumonitis-, Pseudotollwut-, infektitse
Laryngotracheitis-, Schweineseuchen- und iibertragbare Ga-
stroenteritis-Viren.

Die Typen von Zellen, die zur Verwendung bei diesem Ver-
fahren geeignet sind, sind in Schichten wachsende Zellen von
Lebewesen, z. B. Fibroblasten und Epithelzellen, wie dies zuvor
ausgefiihrt worden ist. Der Einfachheit halber werden Haut-
und Muskelfibroblasten bevorzugt.

Vor der Induktions- oder Infektionsbehandlung werden die
Zellen zumindest an einen Teil der Matrix gebunden und ent-
wickeln sich nach dem vorstehend beschriebenen Verfahren zu
einer zusammengewachsenen Schicht. Hierfiir sind beliebige
der vorstehend besprochenen Medien geeignet. Bei Fibrobla-
sten wird als besonderes Medium das Medium nach Eagle ver-
wendet, das mit Rinderfotus-Serum, Rinderbrigenextrakt,
nicht-essentiellen Aminosiuren, Earleschen Salzen, Ascorbin-
sdure und einem Antibiotikum erginzt und mit Natriumbicar-
bonat abgepuffert worden ist.

Fiir eine Interferon-Induktion induziert man das Interferon
in den Zellschichten entweder durch Untertauchen der Matrix
in ein Induktionsmedium oder durch Einbringen des Induk-
tionsmediums als diinne Schicht, die sich von einem zusammen-
gefallenen Schaum ableitet, welcher in einem mit einer grenz-
flichenaktiven Verbindung ergénzten Induktionsmedium
erzeugt worden ist. In zweckmissiger Weise wird die Induk-
tionsinkubation bei einer Temperatur in einem Bereich durch-
gefiihrt, der gewohnlich fiir ein Zellenwachstum geeignet ist,

d. h. 35 bis 38 °C, vorzugsweise etwa 37 °C. Diese Induktionsin-
kubation kann 1 bis 3 Stunden lang durchgefiihrt werden. Es
wurde gefunden, dass 2 Stunden eine angemessene Dauer ist.
Das Induktionsmedium ist eine L6sung, die aus doppelstrangi-
ger Ribonucleinsiure in einem iiblichen Ziichtungsmedium
besteht, das gegebenenfalls mit einer der zuvor beschriebenen
grenzflichenaktiven Verbindungen ergénzt worden ist.
Gewdéhnlich ist es besonders zweckmassig, die doppelstrangige
Ribonucleinsiure in dem gleichen Medium zu losen, wie es fiir
die Zellziichtung angewendet wird. Bei einer Verwendung von
Fibroblasten ist bei dem bevorzugten Induktionsmedium die
doppelstrangige Ribonucleinsiure in einer moglichst geringen
Menge des wesentlichen (Eagleschen) Mediums geldst, das mit
einem Antibiotikum und einem wasserloslichen Hydrochlorid
eines Poly-didthylaminoéthyldthers von Dextran (<(DEAE-Dex-
60 trany) ergianzt und mittels Natriumbicarbonat auf einen physio-
logischen pH-Wert gepuffert ist.

Fiir eine Infektion mit Viren infiziert man dann die Zellen
entweder durch Untertauchen der Matrix in ein Infektionsme-
dium oder durch Einbringen des Infektionsmediums als diinne

65 Schicht, die sich von einem zusammengefallenen Schaum
ableitet, welcher in einem mit einer grenzflichenaktiven Verbin-
dung erginzten Infektionsmedium erzeugt worden ist. Dieses
Infektionsmedium ist eine Losung, die den Virus in einem iibli-
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chen Ziichtungsmedium enthilt, das gegebenenfalls mit einer - Das Gefiss kann auch mit einem Gasauslass gegebenenfalls
der vorgenannten grenzflichenaktiven Verbindungen erginzt  durch ein steriles Filter versehen sein, um Gas aus dem Schaum
worden ist. Gewéhnlich ist es besonders zweckmaissig, den austreten zu lassen. Das Gefiiss kann ferner mit einem zusétzli-

Virus in dem gleichen Medium zu suspendieren, wie es fiir die chen Gaseinlass ausgestattet sein, der zweckmassigerweise auf

Zellziichtung angewendet wird. Bei Verwendung von Fibrobla- 5 der gegeniiberliegenden Seite angeordnet ist, auf der der
sten wird bei einem bevorzugten Infektionsmedium der Virus Schaum auf der Matrix zusammenbricht, so dass das einstré-
in einer méglichst geringen Menge des wesentlichen (Eagle- mende Gas nicht den Schaum auftreibt. Das Medium wird dem
schen) Mediums suspendiert, das mit einem Antibiotikum und Schaumerzeuger aus einem Flilssigkeitsvorratsbehalter zuge-
einem wasserloslichen Hydrochlorid eines Poly-didthylamino-  fiihrt, wobei die Zufuhr mittels Fallstrom oder gegebenenfalls
athylathers von Dextran erginzt und mittels Natriumbicarbo- 1o durch Pumpen erfolgt.
nat auf einen physiologischen pH-Wert gepuffert worden ist. Der Ausfluss des Mediums aus dem Reaktionsgefiss kann
Zweckmissigerweise wird die Infektionsinkubation bei einer abgeleitet und verworfen oder aber durch Pumpen zuriickge-
Temperatur innerhalb eines Bereiches durchgefiihrt, der im all-  fiihrt werden, erforderlichenfalls in den Fliissigkeitsvorratsbe-
gemeinen fiir ein Zellwachstum {iblich ist,d. h. 35 bis 38 °C,vor-  hiilter.
*zugsweise etwa 37 °C. Die Infektionsinkubation kannin 1 bis 3 15 Die Vorrichtung nach vorliegender Erfindung wird nach-
Stunden durchgefiihrt werden. Es ist gefunden worden, dass 2 stehend an einem Beispiel unter Bezugnahme auf die Fig. 1 der

Stunden eine angemessene Dauer sind. Zeichnung beschrieben, die in schematischer Weise die Vor-
Nach der Induktions- oder Infektionsperiode werden die richtung der Erfindung beschreibt.
Zellen mittels phosphatgepufferter Salzlosung frei vom Infek- In der Fig. 1 ist eine Zellziichtungsvorrichtung nach der
tionsmedium gewaschen, indem man sie in die Salzldsung ein- 20 Erfindung gezeigt, die aus einem Schaumerzeuger 1, einem
taucht oder indem man die Salzlésung als diinne Schicht auf- Reaktionsgefiss in Form eines zylindrischen Turmes 2, der die
bringt. Dann wird ein Sammelmedium auf die Zellschicht als feste pordse Matrix 3 enthélt, und einem Auslass 4 aus dem
diinne Schicht fiir eine Dauer zwischen 6 und 25 Stunden, vor- Gefiss als Mittel zum Abziehen der Fliissigkeit besteht.
zugsweise 16 bis 20 Stunden, fiir das Sammeln von Interferon Bei einer besonderen Ausfithrungsform besteht der

und fiir eine Dauer von 3 bis 7 Tagen fiir das Sammeln des Virus 2s Schaumerzeuger 1 aus einem zylindrischen Gehause 5, einem
aufgebracht. Das Sammelmedium kann ein beliebiges typisches ~ Gaszuleitunsrohr 6, das an einem Ende mit dem Strémungsmes-
Ziichtungsmedium darstellen, wie es zuvor beschrieben wor- ser 6a verbunden ist und dessen anderes Ende in das Gehéuse 5
den ist. Gewohnlich ist es am zweckmissigsten, das gleiche durch dessen Seitenwand reicht und in einer Platte 7 aus gesin-
Medium wie fiir die Zellziichtung zu verwenden, wobeiim Falle  tertem Glas endet. Der Schaumerzeuger 1 weist auch andem
von Fibroblasten ein besonders geeignetes Sammelmedium 3 einen Ende des Gehduses 5 einen Fliissigkeitseinlass 8 und am

eine geringstmogliche Menge des wesentlichen (Eagleschen) anderen Ende des Gehiuses 5 einen Schaumauslass 9 auf. Der
Mediums ist, das mit Rinderfétus-Serum und einem Antibioti- Fliissigkeitseinlass 8 steht in Verbindung mit dem Fliissigkeits-
kum erginzt und mit Natriumbicarbonat auf einen physiologi- vorratsbehilter 10 iiber eine Einspeisleitung 8a, in der ein Riick-
schen pH-Wert gepuffert worden ist. Das Sammeln wird bei schlagventil 11 eingebaut ist. Bei dieser Ausfithrungsform kann
einer Temperatur in einem Bereich durchgefiihrt, der gewdhn- 35 die Fliissigkeitseinspeisleitung durch das Ventil 12 entleert wer-
lich fiir die Ziichtung von Zellen angewandt wird, d. h. 35 bis ~ den, das zwischen dem Riickschlagventil 11 und dem Schaum-

38 °C, vorzugsweise 37 °C. Nach der Sammelperiode wird der erzeuger 1 angeordnet ist. Der Schaumausiass 9 stehtin Ver-
Kreislauf des Sammelmediums unterbrochen, die Matrix abge-  bindung mit dem einen Ende der Schaumspeisleitung 9a, die in
zogen und das Interferon oder Virus enthaltende Medium dann ~ das Reaktionsgefass 2 oberhalb der Deckfldche 13 der festen
gesammelt. Der Interferon- oder Virusgehalt der Lésung kann 40 pordsen Matrix 3 endet.

dann gepriift werden, und das Interferon oder der Virus nach Bei dieser Ausfiihrungsform enthilt das Reaktionsgefiss 2
beliebigen Standardmethoden isoliert werden. die Matrix 3 in Form kleiner Kunststoffzylinder. Das Reaktions-
Des weiteren bildet einen Gegenstand vorliegender Erfin- gefiss ist am oberen Ende mit einem dicht sitzenden durch-

dung eine Vorrichtung zur Durchfiihrung des erfindungsgemis-  bohrten Stopfen 14 verschlossen, durch den die Schaumein-
sen Verfahrens. Diese Vorrichtung besteht aus einem diezur 45 speisleitung 9a lauft. Das Reaktionsgefass 2 [auft an seinem
Anhaftung der Zellen feste porése Matrix enthaltenden Reak- unteren Ende unter Bildung des Auslasses 4 spitz zu. Ferner

tionsgefiss mit einem Einlass fiir das fliissige Medium und weist das Reaktionsgefiss 2 einen Einlass fiir die Zellsuspensio-
einem Auslass fiir das abgezogene fliissige Medium und weist nen in Form einer selbstdichtenden Gummimembran 15 und
das kennzeichnende Merkmal auf, dass dem Reaktionsgefiss ein Gasauslassrohr 16 auf. das in dem Bakterienfilter 17 endet.
ein Schaumerzeuger und Mittel zum Aufbringen des erzeugten s» Der Auslass 4 steht mit dem einen Ende des Ableitungsrohres
Schaums auf zumindest einen Teil der Oberfliche der festen 18 in Verbindung, das sich teilt, und zwar in einen Teil 18a, der
pordsen Matrix zugeordnet sind. iiber das Ventil 19 zum Fliissigkeitsvorratsbehdlter 10 fiihrt,
Das zur Durchfiihrung des erfindungsgemissen Verfahrens  und einen zweiten Teil 18b, der den Abflussablauf durch das
geeignete Reaktionsgefiss kann ein Turm oder Trog mit run- Ventil 20 bildet. Der Fliissigkeitsvorratsbehilter 10, zu dem das

dem oder rechteckigem Querschnitt sein, oder in Form eines 55 Medium zuriickkehrt, weist eine Gasabzugsleitung 22 und
Hohlkegels, hingenden Kegels oder einer Kugel vorliegen. Das  einen Fliissigkeitseinlass in Form einer selbstdichtenden Gum-

Reaktionsgefiss weist einen Einlass auf, durch den die Matrix mimembran 23 auf. Die Gasabzugsleitung 22 ist bei dieser Aus-
eingebracht werden kann, sowie einen Auslass aus dem fiihrungsform mit dem Gasauslassrohr 16 aus dem Reaktions-
Schaumerzeuger, durch den der Schaum auf die Matrix aufge- gefiiss 2 unter dem Bakterienfilter 17 verbunden.

bracht wird. Das Reaktionsgefass kann auch mit einem weite- &  Umdie Vorrichtung in Betrieb zu nehmen, wird das Reak-
ren Einlass zum Einbringen der Zellsuspension ausgeriistet tionsgefdss 2 mit einer geeigneten Menge von kleinen Zylin-

sein. Dieser Einlass kann in Form einer selbstdichtenden Gum-  dern eines Polycarbonats gefiillt. Dann wird der durchbohrte
mimembran oder einer normalen dampfsterilisierbaren Einlass-  Stopfen 14 in das Reaktionsgefass 2 eingesetzt und die Vorrich-
offnung bestehen. Um sicherzustellen, dass die Eigenschaften tung zusammengebaut. Danach wird die gesamte Vorrichtung
des Mediums in dem erwiinschten Bereich bleiben, kanndas s sterilisiert,indem sie in einer Umgebung mit konstanter Tem-
Reaktionsgefiss mit empfindlichen Elektroden fiir den peratur von etwa 37 °C angeordnet und dann auf Raumtempe-
pH-Wert und/oder den partiellen Sauerstoffdruck ausgeriistet ~ ratur abkiihlen gelassen wird. Dann werden iiber die selbstdich-
sein. tende Gummimembran 15 in das Reaktionsgefiss 2 die in einer



ausreichenden Menge des Mediums suspendierten Zellen ein-
gespeist, um die Matrix unterzutauchen. Die Vorrichtung lasst
man 2 bis 20 Stunden stehen, damit sich die Zellen auf der
Matrix festsetzen konnen. Dann speist man das Nahrmedium
tber die selbstdichtende Gummimembran 23 in das Fliissig-
keitsvorratsgefiss 10 ein und ldsst es iiber die Einspeisleitung
8a in den Schaumerzeuger 1 fliessen. Dann wird ein steriles Gas
bei einer Geschwindigkeit, die mit dem Stromungsmesser 6a
bemessen wird, in den Schaumerzeuger 1 eingeleitet, wodurch
das Medium aufgeschdumt wird. Der Schaum gleitet mittels
des Gasstromes durch den Schaumauslass 9 zum oberen Ende
der Matrix 3. Wenn der Schaum auf der Matrix auftrifft, bricht
er zusammen, und das Fliissigkeitsmedium fliesst Giber die
Matrixoberflache. Gleichzeitig wird das Ventil 20 gesffnet, um

das Suspensionsmedium mit einer Geschwindigkeit ausfliessen 15

zu lassen, die ausreichend ist, um das Suspensionsmedium
durch das sich vom Schaum ableitende Ndhrmedium ersetzen
zu lassen und ein Trockenwerden der Zellschicht zu verhin-
dern. Wenn das Suspensionsmedium durch das sich vom
Schaum ableitende Ndhrmedium ersetzt worden ist, wird das
Ventil 20 geschlossen und das Ventil 19 ge6ffnet, so dass das
Medium in den Fliissigkeitsvorratsbehilter 10 zuriickkehrt. Das
Nihrmedium wird im Kreislauf gefiihrt, bis sich eine Zellenko-
lonie in der gewiinschten Grosse festgesetzt hat. Dann wird die
Gaszufuhr abgestellt und das Ventil 19 geschlossen. Der Fliis-
sigkeitsvorratsbehilter 10 und der Schaumerzeuger 1 werden
vom Niahrmedium befreit und mit einem Waschmedium gefiillt.
Dann wird die Gaszufuhr wieder in Betrieb genommen. Die
Zellen werden mit einem diinnen Film des Waschmediums so
lange gewaschen, bis sie frei von dem Kulturmedium sind. Das
abfliessende Waschwasser wird entweder durch das Ventil 20
abgezogen und verworfen oder durch das Ventil 19 zum Fliis-
sigkeitsvorratsbehilter 10 zuriickgeleitet. Dann wird die
Schaumzufuhr unterbrochen, und die Zellen werden von der
Matrix in geeigneter Weise durch Fiillen des Reaktlonsgefasses
2 mit einer die Zellen freisetzenden Lésung, wie Trypsin, ent-
fernt. Die Matrix kann dabei gegebenenfalls durch langsames
Gasdurchleiten durch die Matrix durch das Rohr 18 bei
geschlossenen Ventilen 19 und 20 schwach bewegt werden, um
ein Freisetzen der Zellen zu unterstiitzen,

Die Zellsuspension wird dann durch das Ventil 20 abgezo-
gen, wihrend das Ventil 19 geschlossen bleibt und das Ventil 20
geofinet ist.

Die Vorrichtung kann gegebenenfalls unterhalb des Bakte-
rienfilters 17 mit einem Dampfabfangkiihler und einer zusétzli-
chen Gaszufuhr ausgeriistet sein, die so angeordnet ist, dass das
Gas bei einem Punkt eingespeist wird, unter dem sich das Ablei
tungsrohr 18 in die beiden Teile 18a und 18b teilt.

Die Beispiele erlautern die Erfindung.

Beispiel 1

Die vorstehend beschriebene Vorrichtung mit einem Reak-
tionsgefiss 2, das einen Durchmesser von 3,5 cm aufweist, wird
bis zu einer Hohe von 25 cm mit aus gepresstem Polycarbonat
bestehenden Zylindern von 4 mm Durchmesser und 4 mm
Linge gefiillt. Die Gesamtvorrichtung wird 30 Minuten unter
Druck bei 1,05 kg/cm? sterilisiert.

Dann lisst man die Vorrichtung auf Raumtemperatur
abkiihlen und speist iiber die selbstdichtende Gummimembran
15 unter Verwendung einer Pravazspritze bei geschlossenen
Ventilen 19 und 20 einen Impfstoff von 3,6 x 107 L929-Mause-
Fibroblastenzellen ein, die in 100 cm® Wachstumsmedium
suspendiert sind. Das verwendete Wachstumsmedium ist ein
Medium nach Eagle, das mit earleschen Salzen, 10prozentigem
Rinderfétus-Serum, nicht-essentiellen Aminosiuren, Ascorbin-
sdure und einem Gemisch aus Penicillin und Streptomycin
erginzt worden ist. Das Medium ist mit 2,2 g Natriumbicarbo-
nat/Liter gepuffert und enthilt als pH-Indikator Phenolrot.
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Dann lasst man die Impfvorrichtung 20 Stunden bei 37 °C
stehen, um die Zellen an der Fiillung sich ansiedeln und festset-
zen zu lassen.
Wenn sich die Zellen auf der porésen Matrix angesiedelt
5 haben, wird das Ventil 19 etwas gedffnet, um die Fliissigkeit aus
dem Reaktionsgefass ablaufen und gleichzeitig ein Gasgemisch
aus 10% Sauerstoff und 85% Stickstoff und 5% Kohlendioxid
einstromen zu lassen. Das Gasgemisch wird dem Schaumerzeu-
ger in einer Geschwindigkeit von 25 cm3/Minute zugefiihrt, so
dass der Schaum an der Deckfliche der porésen Matrix dann
eintrifft, wenn die vorhandene Fliissigkeit wieder abgezogen
wird. Die Fliessgeschwindigkeit des Mediums durch das Ventil
19 wird so eingestellt, dass das Medium, in dem die Zellen
suspendiert sind, durch das sich von dem Schaum ableitende
Medium ersetzt wird, so dass die Zellen auf der Matrix nicht
trocken werden. Wenn das Medium, in dem die Zellen suspen-
diert worden sind, vollstindig aus dem Reaktionsgefiss abge-
zogen ist, wird das Ventil 19 vollstandig geoffnet, und die Stro-
mungsgeschwindigkeit der Fliissigkeit durch die Séule wird
durch die Geschwindigkeit des Zusammenfallens des Schaums
an der Oberflache der Matrix kontrolliert.
Man lasst den Schaum etwa 72 Stunden zirkulieren.
Dann wird die Gaszufuhr zu dem Schaumerzeuger 1 unter-
brochen und das Ventil 19 geschlossen. Der Fliissigkeitsvor-
ratsbehilter 10 und der Schaumerzeuger 1 werden durch das
Ventil 12 geleert. Bei geschlossenem Ventil 12 wird der Fliissig-
keitsvorratsbehilter 10 mit einem Waschmedium gefiillt, das
aus einer 0,15-m Kochsalzlgsung besteht, die mittels Phosphat
auf einen pH 7,3 abgepuffert und mit 0,1% Methylcellulose
10 ergénzt worden ist. Man ldsst das Waschmedium schiumen
und durch das Reaktionsgefiss laufen und durch das Ablei-
tungsrohr 18b durch das Ventil 20 ablaufen, bis die Zellen von
den letzten Spuren des roten Nahrmediums frei sind. Dann
schliesst man das Ventil 20 und speist bei 37 °C eine Lsung von

3 Trypsm und dem Natriumsalz der Athylendiamintetraessig-
siure in das Reaktionsgefiss 2 iiber die selbstdichtende Gum-
mimembran 15 ein, um die porése Matrix unterzutauchen.
Nach 10 Minuten bewegt man die Fiillung und die Losung
schwach wihrend 5 Minuten, indem man iiber das Ventil 20

40 einen schwachen Strom steriler Luft einleitet. Die Zellen, die
als Ergebnis dieser Bewegung in der Pufferldsung suspendiert
sind, werden aus dem Reaktionsgefass 2 durch das Ventil 20
abgezogen. Dann wird ein weiterer Teil der vorgenannten Puf-
ferlosung aus Trypsin und dem Natriumsalz der Athylendiamin-

45 tetraessigsiure zugegeben, um die restlichen Zellen zu entfer-
nen.

Die Anzahl der geernteten Zellen wird durch Auszéhlen

unter Verwendung einer Zahlkammer bestimmt.

K

50 Gesamtzahl der iiberimpften Zellen 3,6%x107
geerntete Zellen (i) in dem abgezogenen Wachstumsmedium
und in der gepufferten Kochsalzwaschlosung 0,8%107
(ii) in der Lésung mit Trypsin und dem Natriumsalz der Athy-
lendiamintetraessigsiure 5,25%107

55 insgesamt 6,056X107.

Beispiel 2

Unter Anwendung des Verfahrens nach Beispiel 1 werden
menschliche Fibroblasten geziichtet und das Interferon wie

o0 folgt erzeugt:

Eine Matrix von 5x 15 cm von mit Silikon behandelten Poly-
carbonatperichen mit 4 mm Durchmesser, die in ein zylindri-
sches Reaktionsgefiss aus Glas eingefiillt worden sind, wird mit
2,5% 107 Fibroblasten aus menschlicher Haut bzw. menschli-

o5 chen Muskeln beimpft. Die Zellen werden als Suspension in ein
Wachstumsmedium gegeben, das ein Minimum an dem wesent-
lichen (Eagleschen) Medium mit Earleschen Salzen besteht, die
mit 10% Rinderfotus-Serum, nicht-essentiellen Aminoséiuren,
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Ascorbinséure, einem Fibroblasten-Wachstumsfaktor, einem
Gemisch aus Penicillin aus Streptomycin und mit 0,88 g/Liter
Natriumbicarbonat erginzt worden ist.

Die beimpfte Matrix wird bebriitet und bei 37 °C tiber
Nacht stehengelassen. Dann ldsst man das Suspensionsmedium
langsam ablaufen und beginnt die Bebriitung des Ndhrmedi-
ums, indem ein Gemisch von 5% Kohlendioxid in steriler Luft
zu der Fliissigkeit in dem Schaumerzeuger zugefiihrt wird. Die-
ses Gemisch wird so eingestellt, dass es in dem Medium den
zutreffenden pH-Wert von 7,0 bis 7,2 ergibt. Der Umlauf des
Mediums wird 48 Stunden fortgesetzt.

Dann lasst man das Medium sich in der Matrix ansammeln,
die dann durch Uberschichten der Perichen und des Mediums
gewaschen wird. Anschliessend ldsst man die Fliissigkeit von
der Basis der Matrix langsam ablaufen. In der gleichen Weise
wird Induktionsmedium zugegeben, das aus der Mindestmenge
des wesentlichen (Eagle) Mediums besteht, dem Earlesche
Salze, Natriumbicarbonat, ein Gemisch aus Penicillin und
Streptomycin, 5 ug/ml doppelstrangige Ribonucleinsaure und
100 pg/ml eines wasserldslichen Hydrochlorids eines Poly-dié-
thylaminoathylithers von Dextran (<kDEAE-Dextran») zugege-
ben sind. Man lasst das Medium 2 Stunden bei 37 °C mit den
Zellen in Beriihrung und wischt dann die Zellen wie vorste-
hend beschrieben mit der mit Phosphat gepufferten Kochsalz-
l6sung. Das Waschwasser wird durch das Sammelmedium
ersetzt, das aus dem eagleschen Medium besteht, das mit Earle-
schen Salzen, Natriumbicarbonat, einem Gemisch aus Penicil-
lin und Streptomycin und 1% Rinderf6tus-Serum ergénzt wor-
den ist. Das Reaktionsgefiss lisst man unter diesen Bedingun-
gen iiber Nacht bei 37 °C stehen. Dann wird das Medium abge-
zogen und festgestellt, dass es 3300 internationale Einheiten
menschliches Interferon enthalt.

Beispiel 3

Das Verfahren des Beispiels 1 wird wiederholt unter Ver-
wendung von menschlichen Fibroblasten.

Eine Matrix von 3,5%25 cm von Polycarbonatperlchen mit
4 mm Durchmesser, die mit einem Polytetrafluorithylen-Aero-
sol-Spray bespriiht und in das zylindrische Reaktionsgefass aus
Glas eingefiillt worden sind, wird mit 8 x 10 Fibroblasten aus
menschlicher Haut bzw. menschlichen Muskeln beimpft. Die
Zellen werden als Suspension in ein Wachstumsmedium zuge-
geben, das eine Mindestmenge an wesentlichem (Eagleschen)
Medium mit Earleschen Salzen enthilt, das mit 10% Rinderfo-
tus-Serum, nicht-essentiellen Aminosiuren, einem Gemisch aus
Penicillin und Streptomycin und 0,88 g/Liter Natriumbicarbo-
nat ergénzt worden ist.

Die beimpfte Matrix wird iiber Nacht bei 37 °C bebriitet.
Dann zieht man das Suspensionsmedium langsam ab und
beginnt mit dem Kreislauf des Ndhrmediums, indem man ein
Gemisch aus Luft und Kohlendioxid zu der Fliissigkeit in dem
Schaumerzeuger zugibt. Dieses Gemisch wird so eingestellt,
dass es in dem Medium den richtigen pH-Wert von 7,0 bis 7,2
ergibt. Der Kreislauf des Mediums wird 75 Stunden fortgesetzt.

Dann wird die Gaszufuhr zum Schaumerzeuger 1 unterbro-
chen und das Ventil 19 geschlossen. Der Fliissigkeitsvorratsbe-
hilter 10 und der Schaumerzeuger 1 werden durch das Ventil
12 entleert. Bei geschlossenem Ventil 12 wird der Fliissigkeits-
vorratsbehalter 10 mit einer 0,15-m Kochsalzlésung als Wasch-
medium gefiillt, die mittels Phosphat auf pH 7,3 gepuffert und
mit 01,1% Methylcellulose erginzt worden ist. Das Waschme-
dium wird zum Schiumen veranlasst und dann durch das Reak-
tionsgefiss 2 geleitet und schliesslich durch die Leitung 18b
durch das Ventil 20 abgezogen und verworfen, bis die Zellen
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.frei von letzten Spuren des roten Nahrmediums sind. Dann

schliesst man das Ventil 20 und leitet in das Geféss durch die
selbstdichtende Gummimembran 15 bis 37 °C eine Losung von
Trypsin und dem Natriumsalz der Athylendiamintetraessig-
sdure, um die pordse Matrix unterzutauchen. Nach 10 Minuten
wird die Fiillung und die Losung 5 Minuten lang schwach
bewegt, indem durch das Ventil 20 ein langsamer schwacher
Strom von steriler Luft eingeleitet wird. Die Zellen, die als
Ergebnis der Bewegung in der Pufferlsung suspendiert wor-
den sind, werden durch das Ventil 20 aus dem Reaktionsgeféss
2 abgezogen. Das Bewegen wird unter Verwendung einer
0,15-m Kochsalzlésung, die mittels Phosphat auf pH 7,3 gepuf-
fert worden ist, wiederholt. Dann wird ein weiterer Anteil der
Pufferlosung aus Trypsin und dem Natriumsalz der Athylendia-
mintetraessigsiure zugegeben, der ein weiterer Anteil von
Kochsalzlosung folgt, die beide bewegt werden, um verblie-
bene Zellen zu entfernen.
Uberimpfte Zellen insgesamt 8x 108
geerntete Zellen

(i) in dem abgezogenen Wachstumsmedium und in dem gepuf-
ferten Kochsalzwaschwasser 0,5% 108
(ii) nach der ersten Behandlung mit Trypsin und dem Natrium-
salz der Athylendiamintetraessigsaure 10,7%x 105
(iii) in dem ersten bewegten Kochsalzwaschwasser  1,95x10¢
(iv) nach der zweiten Behandlung mit Trypsin und Natriumsalz
der Athylendiamintetraessigsaure 248x10°
(v) in dem zweiten bewegten Kochsalzwaschwasser 4,13x10%
insgesamt 19,8%x 108

In der nachstehenden Tabelle sind Beispiele nach dem Ver-
fahren vorliegender Erfindung angegeben, wobei zahlreiche
menschliche Fibroblasten unter Verwendung unterschiedlicher
Matrices geziichtet worden sind.

Die in der Tabelle verwendeten Abkiirzungen haben die fol-

"genden Bedeutungen:

1000: Strom von 1000 menschlichen Haut- und Muskelfibrobla-
sten

7000: Strom von 7000 menschlichen Vorhautfibroblasten
12000: Strom von 12000 menschlichen Nasenschleimhaut-Epi-
thelzellen

meth: Methylcellulose

F.G.F.: Fibroblasten-Wachstumsfaktor

P.C.: Polycarbonat

VIT.C.: Ascorbinsdure

N 6: Polyamid («Nylon 6»)

N 11:(«Nylon 11»)

N 12:(«Nylon 12»)

PET: Polyithylen-terephthalat

PET(O): oxidiertes Polyithylen-terephthalat

PPO: Polyphenylenoxid

PP: Polypropylen

PE: Polyithylen

PF: Polyoxymethylen

FEP: fluoriertes Athylen-Propylen-Mischpolymerisat
P.T.F.E.: Polytetrafluorithylen

S: Silikon

Sil: Silikon

D.C.Sil: Silikon

Stearic: Stearinsdure

A:Luft

N: Stickstoff

O/N:iiber Nacht
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Bei- Zellen Serum  Zusitze Substrat- Gas Impfung  Ertrag Wachstums- Ver- Festle-
spiel fillung ) dauer in halt- gungs-
Tagen nis dauer

4 1000(P25) 10% - PC A/N/CO2 <£25 1,78 4 - O/N

5 1000(P25) 10% 0,1% meth PC A/N/COz2 25 2,07 4 - O/N

6 1000(P26) 10% - PC A/N/CO2 135 1,15 4 - O/N

7 1000(P26) 10% - PC A/N/CO: 135 1,26 4 - OIN

8 1000(P28) 10% - PC A/N/CO: 17 1,35 8 - O/N

9 1000(P28) 10% - PC A/N/CO: 17 1,71 11 1 O/N
10 1000(P29) 10% - N11 A/N/CO2 19 1,46 8 - O/N
11 1000(P29) 10% - PET(O) A/N/CO:2 16 1,61 8 1 O/N
12 1000(P29) 10% - PC/S A/N/CO:2 16 1,72 8 1,08 O/N
13 1000(P29) 10% - PC/PTFE A/N/ICO:2 16 3,05 8 1,9 O/N
14 7000(P24) 10% - GLAS A/N/CO: 15 0,72 9 - O/N
15 7000(P24) 10% - GLAS/S A/N/CO: 0,74 9 - O/N
16 7000(P24) 10% - GLAS/PTFE A/N/CO: 15 0,59 9 - O/N
17 7000(P25) 10% - PC/PTFE A/N/CO: 14 2,09 8 1,49 O/N
18 7000(P25) 10% - PC/PTFE A/N/CO:2 14 29 8 2,07 O/IN
19 7000(P26) 10% - PC/PTFE A/N/CO:2 18 192 4 1,07 O/N
20 7000(P26) 10% - PC/PTFE A/N/CO:2 18 2,51 6 14 O/N
21 7000(P26) 10% - PC/PTFE A/N/CO2 18 2,80 5 1,56 O/N
22 7000(P26) 10% - PC/PTFE AIN/ICO: 18 518 11 2,88 O/N
23 7000(P26) 10% - PC/PTFE A/N/CO:2 18 3,64 7 2,02 O/N
24 7000(P27) 10% - PC/PTFE AICO2 1,05 294 4 28 O/N
25 7000(P27) 10% - PC/PTFE A/CO2 1,25 2,95 4 2,36 O/N
26 1000(P37) 10% - PC/PTFE A/CO: 09 0,99 1 1,10 O/N
27 1000(P37) 10% - PC/PTFE AICO: 09 1,18 2 1,31 O/N
28 1000(P37) 10% - PC/PTFE AICO: 09 2,27 5 2,52 O/N
29 1000(P37) 10% - PC/PTFE A/CO: 09 2,11 8 2,34 O/N
30 1000(P37) 10% - PC/PTFE AI/CO: 0,9 247 9 2,75 O/N
31 1000(P39) 10% - PC/PTFE A/CO: 0,8 1,98 4 247 O/N
32 1000(P39) 10% - PC/PTFE A/CO: 08 2,13 4 2,66 O/N
33 1000(P40) 10% - N6/PTFE A/CO: 0,6 0,75 4 1,25 O/N
34 1000(P40) 10% - N11/PTFE A/CO2 0,6 nichtab- 4 - O/N

~ schitzbar

35 1000(P40) 10% - N12/PTFE AICO2 06 dito 4 - O/N
36 1000(P40) 10% - PC/PTFE AICO: 0,6 0,94 4 1,57 O/N
37 7000(P32) 10% - PF A/CO: 1,0 1,3 4 1,3 O/N
38 7000(P32) 10% - PF/PTFE A/CO: 1,0 0,335 4 - O/N
39 7000(P32) 10% - PC/PTFE A/CO2 1,0 1,07 7 1,07 O/N
40 7000(P31) 10% - PET/PTFE A/CO: 08 0,96 4 1,20 O/N
4 7000(P31) 10% - PET(O)YPTFE A/CO: 08 0,88 4 1,10 O/N
42 7000(P31) 10% - PC/PTFE A/CO: 08 vergiftet - - O/N
43 1000(P23) 10% - PET/PTFE A/CO: 1,25 0,89 4 - O/N
44 1000(P23) 10% - PET(O)PTFE A/CO: 1,25 1,27 4 1,02 O/N
45 1000(P23) 10% - PC/PTFE A/CO: 1,25 1,26 4 1,01 O/N
46 1000(P24) 10% - PET/PTFE AICO: 1,375 induziert 7 - O/N
47 1000(P24) 10% - PET(O)YPTFE A/CO: 1,375 dito 8 - O/N
48 1000(P24) 10% - PC/PTFE A/CO: 1,375 dito 9 - O/N
49 1000(P26) 10% - FEP A/CO: 1,0 0,25 4 - O/N
50 1000(P26) 10% - PPO AICO: 1,0 0,685 4 - O/N
51 1000(P26) 10% - PPO/PTFE * A/C/| 1,0 0,91 4 - O/N
52 1000(P26) 10% - PC/PTFE A/CO: 0,725 induziert 9 - O/N
53 1000(P26) 10% - PC/PTFE A/CO: 0,725 dito 8 - O/N
54 1000(P26) 10% - PC/PTFE A/CO: 0,725 dito 10 - O/N
55 12000(P23) 10% - PC/PTFE A/CO: 1,2 1,24 4 1,03 OIN
56 12000(P23) 10% - FEP AICO: 1,2 041 4 - O/N
57 12000(P23) O 0,1%Meth FEP A/CO: 08 0,59 4 - O/N
58 12000(P24) 5% 5% FGF  PC/PTFE AICO: 0,95 0,77 3 - O/N
59 12000(P24) 10% - PC/PTFE AICO: 1,05 0,79 3 - O/N
60 12000(P24) 10% - PC/PTFE A/CO: 1,05 1,18 3 1,12 O/N
61 12000(P25) 5% - PC/PTFE AICO: 08 0,675 4 - 2Y» Std.
62 12000(P25) 5% - PC/PTFE A/CO: 0.8 0,503 4 - 16 Std.
63 12000(P25) 5% - PC/PTFE AICO: 08 0,734 4 - 16 Std.
64 1000(P30) 5% - PC/PTFE AICO: 1,0 2,03 4 2,03 2% Std.
65 1000(P30) 5% - PC/PTFE A/CO: 1,0 1,45 4 1,45 2% Std.
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Be.i- Zellen Serum  Zusitze Substrat- Gas Impfung  Ertrag Wachstums- Ver- Festle-
spiel fiillung dauer in hilt- gungs-
Tagen nis dauer
66 1000(P24) 10% - PC/PTFE A/CO2 1,375 1,23 4 - O/N
67 1000(P24) 10% - PC/PTFE A/CO: 1,375 1,175 4 - O/N
68 1000(P25) 5% - PC/PTFE AJCO: 0,925 0,57 4 - 3 Std.
69 1000(P25) 5% - PC/PTFE A/CO: 0,925 0,42 4 - 5Std.
70 1000(P25) 5% - PC/PTFE A/CO: 0,925 0,13 4 - 7 Std.
71 1000(P25) 5% - PC/PTFE A/CO: 0,925 0,21 4 - 9 Std.
72 1000(P27) 10% - PP A/CO: 0,72 0,34 4 - 3 Std.
73 1000(P27) 10% - PP A/CO: 0,72 0,39 4 - 5Std.
74 1000(P28) 5% FGF PP A/CO: 1,04 041 4 - 3 Std.
75 1000(P28) 5% FGF PP A/CO: 1,04 0,53 4 - 3Std.
76 1000(P28) 5% FGF PP A/CO: 1,3 0,86 4 - 3Std.
77 1000(P29) 5% FGF PC AICO: 1,2 091 4 - 3 Std.
78 1000(P29) 5% VITC PC AICO: 1,2 0,53 4 - 3Std.
79 12000(P25) 5% - PC A/CO: 1,7 induziert 3 - 3 Std.
80 12000(P26) 5% VITC PC/Sil A/CO2 1,9 1,40 4 - 3 Std.
81 12000(P26) 5% VITC PC/Sil A/CO2 1,9 146 4 ~ 3Std.
82 1000(P26) 5% FGF/VITC PC/Sil AICO: 25 induziert 2 - 3 Std.
83 1000(P29) 10% - PC/DCSil A/CO: 2,1 1,32 4 - -
84 100((P29) 10% - PC/Sil - A/CO: 21 1,29 4 - -
85 1000(P29) 10% - PC/PTFE/Sil A/CO: 2,1 1,62 4 - -
86 1000(P31) 5% - PC/Sil . A/CO2 1,7 0,7 4 - 3 Std.
87 1000(P31) 5% - GLAS/Stearic A/CO: 1,7 06 4 - 3Std.
88 100(P33) 5% FGF PC/Sil A/CO: 1,7 1,13 4 - 3 Std.
89 1000(P33) 5% FGF PC/Sil A/CO: 1,7 09 4 - 3 Std.
90 1000(P33) 5% FGF PC/DCSil A/CO2 1,7 22 4 1,3 3Std.
91 12000(P33) 5% VITC PP A/CO2 1,7 2,06 4 1,21 3Std.
92 12000(P33) 5% VITC PE A/CO:2 1,7 1,67 4 1,0 3Std.
93 12000(P33) 5% VITC PP A/CO: 1,7 1,79 4 1,05 3 Std.
94 1000(P35) 5% FGF/VITC PP A/CO: 1,36 1,16 4 - 3Std.
95 1000(P35) 5% FGF/VITC PP A/CO: 1,36 0,58 4 - 3 Std.
96 1000(P35) 5% FGF/VITC PE A/CO: 1,36 0,76 4 - 3 Std.
97 1000(P23) 5% FGF/VITC PP A/CO2 1,78 0,896 4 0,54 3 Std.
98 1000(P23) 5% FGF/VITC PP A/CO: induziert 2 - 3 Std.
99 1000(P23) 5% FGF/VITC/ PE A/N:2 2,56 1,20 4 047 3 Std.
HEPES
100 1000(P24) 5% FGF/VITC PC/DCSIl AICO: 1,45 245 4 1,69 3 Std.
101 1000(P24) 5%/10% FGEF/VITC/ PC/DC.Sil AICO: 145 1,92 4 1,32 3 Std.
Meth (2,38) (1,64)

1 Blatt Zeichnungen
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