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Kulturmedium
Gebiet der Erfindung

Die Erfindung betrifft ein Kulturmedium, das einsetzbar ist fir
die in vitro-Kultivierung von biologischem Material, insbeson-
dere fir die Kultivierung ganzer Embryonen der Ratte und der

Maus.

Hintergrund der Erfindung und Stand der Technik

Es ist bekannt, dass ganze Embryonen von Nagern auBerhalb des
Muttertieres in vitro angezlchtet werden kénnen. Diese Kultur-
technik, die in den sechziger Jahren von New (New 1966a; New
1966b; New, (1967) entwickelt wurde, findet verbreitete An-
wendung und fihrte zu Erkenntnissen in der Embryonalentwicklung,
wobel wachstumsregulatorische, morphogenetische als auch me-
tabolische Prozesse, die wé&hrend der Organogenese im Embryo ab-
laufen, grundlegend aufgeklédrt werden konnten. Die
Nagerembryonen werden dabei schnellstmdglich nach Entnahme aus
dem Muttertier in jeweils 4-7 ml Kulturmedium in Versiegelten
und begasten Kulturgeféafen fir 24 bis 48 Stunden in einem tem-
perierten Brutschrank rotierend inkubiert (Steele et al., 1974;
New et al., 1976), wobei in vitro unter optimalen Kulturbedin-
gungen eine fast ebenso gute Entwicklung des Embryos wie in vivo

erzielbar ist.

Anwendungsgebiete der Methode zur Kultivierung ganzer Embryonen
sind das Screening von Substanzen mit einem vermuteten terato-
genen Potential (Schmid et al. 1993) sowie das Studium terato-

gener Mechanismen unter Ausschaltung maternaler Effekte. Bislang
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verbreitet zur Untersuchung von Substanzen auf schiddliche Neben-
wirkungen ist die sogenannte "Segment II-Testung", welche eine
Verfahrensweise zur Testung von Arzneimitteln und anderer Chemi-
kalien ist, wobei das Ubliche Testprotokoll eine t&dgliche Gabe
der Testsubstanz an schwangere Tiere wahrend der Organogenese
vorsieht, gefolgt von der morphologischen Untersuchung und Beur-
teilung der Feten kurz vor der Geburt. Der Einsatz von zwei Spe-
zies (Ublicherweise sind das Ratte und Kaninchen) und drei
Testkonzentrationen ist dabei gefordert, die so gewdhlt werden
missen, dass die Hochstdosis einige Zeichen maternaler Toxizitat
zeigt. Diese Testung ist jedoch aufgrund des Aufwandes aus-
gesprochen teuer. Daher hat sich die in vitro-Kultur ganzer Em-
bryonen als weniger aufwendige Screeningmethode etabliert, um
Nagerembryonen wahrend der kritischen Phase der Organogenese den
Testchemikalien auszusetzen. Dabei wird dem Kulturmedium die
Testchemikalie zugesetzt und die kultivierten Embryonen werden
nach Abschluss der Kulturphase mit Hilfe eines Scoring Systems
(Brown et al., 1981) hinsichtlich bestimmter Endpunkte wie z.B.
Anzahl der Somiten, Proteingehalt des Embryos, Scheitel-Steif-
Lange und morphologischer Entwicklungsparameter (z.B. Kopf-,
Ohr-, Augen- und Herzentwicklung) unter méglicher Einbeziehung
der Histologie auf Fehlbildungen hin beurteilt. Dosis-
Wirkungsbeziehungen erlauben so Riickschlisse auf ein teratogenes

Potential der untersuchten Testsubstanz.

Kitchin et al. (1986) sahen die Vorteile der Kultur ganzer Em-
bryonen auf dem Gebiet des Screenings, wobei (1) die Testsub-
stanz unter kontrollierten Bedingungen verabreicht werden kann
unter Ausschluss maternaler Wechselwirkungen mit unbekannter
Absorption, Verteilung, Metabolismus und Ausscheidung; (2) Em-
bryonen verschiedener Spezies (haupts&dchlich Ratte und Maus) der

Testsubstanz in identischen Testkonzentrationen ausgesetzt
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werden konnen; (3) spezifische, die WurfgroBe beeinflussende
Effekte umgangen werden koénnen, da die Embryonen individuell
kultiviert werden konnen, und (4) metabolisch aktivierende Sys-

teme dem Kulturmedium zugesetzt werden kdénnen.

Aufgrund der hohen Kosten fiir die Herstellung des Kulturmediums
selbst sind die Kosten der Kultivierung ganzer Embryonen immer
noch relativ hoch. Denn im Gegensatz zu vielen Zell- und Or-
gankultursystemen, in denen die verschiedensten Rezepturen
chemisch-definierter Kulturmedien mit Zusatz von wenig oder gar
keinem Serum zum Einsatz kommen koénnen, ist der Nahrstoffbedarf
ganzer Embryonen so hoch, dass das Kulturmedium fiir ganze Embry-
onen meist einen Serumanteil von bis zu 70% und mehr aufweisen
sollte. Solches Serum mul jedoch von Anwendern unter hohem Kos-
ten- und Arbeitsaufwand und unter strenger Beachtung der Tier-
schutzrichtlinien gewonnen werden. Als Spendertiere werden nach
dem Stand der Technik Ratten in groBer Anzahl bendtigt, die auf-
grund der erforderlichen Punktion zur Blutentnahme und des hohen
Blutverlustes sterben. Das unter Einhaltung bekannter Stan-
dardprotokolle gewonnene Rattenserum wird dabei noch vor der
Gerinnung zentrifugiert, um in Vitro eine Doppelherzbildung zu
vermeiden und zus&tzlich auch noch einer Hitzeinaktivierung fir
30 Minuten bei 56°C unterzogen, bevor es einsetzbar ist als Kul-
turmedium (Steele et al., 1974; New et al., 1976; Cockroft,
1977; New, 1978).

Obwohl einige beachtliche Anstrengungen unternommen wurden, es-
sentielle und das Wachstum und die Differenzierung beein-
flussende Elemente von Rattenserum zu identifizieren, um ein
chemisch-definiertes Medium fir die Kultur ganzer Embryonen zu
entwickeln, sind bisher nur wenige Ersatzstoffe fiir das Rat-

tenserum selbst vorgeschlagen worden. Zum Beispiel, haben einige
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Arbeitsgruppen humanes Serum fir die Kultivierung von Rattenem-
bryonen ausgetestet (Shepard et al., 1970; Chatot et al., 1980;
Gupta et al., 1983), jedoch sind die Resultate weder so gut noch

so konsistent wie der Einsatz von Rattenserum (Steele, 1985).

Klug entwickelte 1985 ein Kulturmedium auf der Basis von Serum
adulter Rinder, angereichert mit D+-Glucose und Methionin,
welches in einem 4-Wochentakt von Kihen aus der Rinderklinik der
FU-Berlin gewonnen wird (Klug et al., 1985a; Klug et al., 1990).
Das Blut dieser ausgesuchten Rinder darf dabei vor der Abtren-
nung des Serums nicht zur Gerinnung gelangen; jedoch erwies sich
bisher aus unbekannten Grinden nicht jede Spenderkuh als
geeignet, und bei Verlust der erfolgreichen Spenderkuh mussten
aufwendige Vortestungen von neuem beginnen. Ferner standen bei
jedem Gewinnungszyklus immer nur maximal 0,5 Liter Serum zur

Verfigung.

Kommerziell erhdltliche Seren bovinen Ursprungs, ob vom Fetus,
Kalb oder adulten Tier, die im GroBmaBstab von ca.
1.000-Literpools je Charge prozessiert werden, haben den
Nachteil, dass sie das Wachstum und die Differenzierung der Em-
bryonen in vitro nicht unterstiitzen, da sie entweder zu viele
toxische Bestandteile enthalten oder wachstumsférdernde In-
haltsstoffe fehlen (Flick et al., 1999).

Technisches Problem der Erfindung.

Der Erfindung liegt das technische Problem zugrunde, ein in
groflen Mengen verfligbares Medium zur Kultivierung ganzer Embryo-
nen nicht-menschlicher Siugetiere anzugeben, in welchem die em-

bryonale Entwicklung gut abl&uft, insbesondere Wachstum und



10

15

20

25

30

WO 02/059276 PCT/DE02/00253

Differenzierung von Embryonen der Ratte und der Maus in vitro
Uber einen Kulturzeitraum von mindestens 24 bis 48 Stunden er-
laubt, und welches dennoch einfach und preisglinstig herstellbar

ist.

Es sollte standardisierbar und gut charakterisierbar sein , die
notwendigen aktiven Inhaltsstoffe enthalten und frei von Toxin-
konzentrationen sein, die das Wachstum der Embryonen behindern

kébnnten.

Grundzige der Erfindung

Zur Losung dieses technischen Problems lehrt die Erfindung ein
Kulturmedium enthaltend: a) 1 - 99 Vol.-% fetales Saugerserum,
vorzugsweise fetales Kalberserum (FCS), und b) 1 - 99 Vol.-%
adultes Sdugerserum, vorzugsweise adultes Rinderserum, wobei die
Summe der Anteile der Komponenten a) und b) stets 100 Vol.-%
betragt. Kalberserum wird filir die Zwecke der Erfindung als unter
den Begriff des adulten Rinderserums fallend betrachtet. Der
Begriff des Serums umfaBt auch fraktionierte Seren, wobei ggf.
beispielsweise Albumin und/oder gamma-Globuline (teilweise oder
ganz) abgetrennt sein koénnen sowie Ubliche kommerzielle Serumer-
satzldésungen. Im Falle von fraktionierten Seren enthalten diese
als natirliche Komponenten typischerweise alpha 1-Globuline,
alpha 1l-Lipoproteine, alpha 2-Globuline, alpha 2-Glycoproteine,
Coeruloproteine, Prothrombin, beta-Globuline,
betal-Lipoproteine, Transferrine und/oder Plasminogen in zumind-
est 10 Gew.-%, vorzugsweise zumindest 50 Gew.-%, des natiirlichen
Totalproteingehaltes des betreffenden Serums. Erforderlichen-

falls kann einem erfindungsgemidBen Kulturmedium weiterhin
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Methionin, Eisensalze bzw. -Komplexe, Insulin, Glucose, Vita-
mine, EGF, IGF I + II, VEGF, HGF, FGF, rPl-1, Prolaktin, Angio-
tensin II, Spurenelemente wie Se, HDL, Alpha-l1-Inhibitor III,
Apo-AI, und/oder alpha 1/2 Macroglobulin enthalten. SchlieRlich
kann Wasser, vorzugsweise des Reinheitgrades zur Injektion,
zugegeben sein. Die Komponenten a) und b) kdénnen von unter-
schiedlichen Sdugerspezies stammen, solange das fetale Serum
nicht humanen Ursprunges ist, vorzugsweise sind die Komponenten
a) und b) jedoch von der gleichen Saugerspezies. Als Siaugerspe-
zies sind neben Rind insbesondere auch Schwein, Pferd, Rodenten
wie Ratte, Maus und Kaninchen, sowie der Mensch zu nennen. Vor-
zugsweise handelt es sich um Sdugerspezies, welchen ohne nen-
nenswerte gesundheitlich Beeintrdchtigung grélere Mengen

(> 100 ml) Blut abgenommen werden kd&nnen.

Ein erfindungsgemdfes Kulturmedium weist in bevorzugter Aus-
fdhrungsform keinerlei oder allenfalls nur wenige Inhaltsstoffe
auf, die von der Ratte abstammen. Es besteht teilweise oder v&l-
lig aus kommerziell erhaltlichen Komponenten und ist folglich
einfach, preiswert und in grofen Mengen herstellbar. Uber-
raschenderweise ermdglicht ein erfindungsgemidBes Kulturmedium
dennoch ein gleichwertiges Wachstum und eine gleichwertige Dif-
ferenzierung der ganzen Embryonen in vitro, verglichen mit den
Medien des Standes der Technik. Es ist aufgrund der eingesetzten
Komponenten sehr gut charakterisierbar und erlaubt ein kontrol-

liertes Wachstum der ganzen Embryonen.

Das Kulturmedium nach der Erfindung weist als Grundkomponenten
mindestens zwei verschiedene Seren vorzugsweise bovinen Ur-
sprungs auf, die nach verschiedenen separat ablaufenden Ver-
fahrensstufen bzw. -pfaden zu deren Aufreinigung miteinander

vereinigt und schlieBlich optional mit verschiedenen
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Wachstumsfaktoren angereichert werden. Die zwei Seren liefern
praktisch alle notwendigen N&hrstoffe fiur die zu kultivierenden
Embryonen. Denn mit der Kombination von mindestens zwei unter-
schiedlichen Seren bovinen Ursprungs werden unterschiedliche
Nahrstoffkomponenten, die fiir Wachstums- und Differenzieruns-
prozesse notwendig sind, dem Embryo iber das Kulturmedium nach
der Erfindung angeboten. Insbesondere werden vermutlich iiber den
Zusatz von FCS bestimmte fetale Komponenten in das Kulturmedium
eingebracht und zugleich toxische Komponenten des Serums adulter
Tiere herunterverdiinnt. Zum Beispiel ist es bekannt, dass unbe-
handelte adulte bovine Sera hohe Titer von IgG s aufweisen, die
nicht hitzelabil sind und die die Versorgung des Embryos mit
Nahrstoffen lber eine Schddigung des Dottersackes behindern
(Brent, 1998). Das FCS enthdlt jedoch aufgrund des Alters der
Feten im allgemeinen immer &uBerst niedrige Titer von IgG s.
Durch Zusatz von hohen Mengenanteilen des FCS zum Anteil des
adulten Rinderserums wird daher der Titer von IgG insgesanmt
stark verdinnt und offensichtlich unter das toxische Level ge-
bracht. Die mengenmaBigen Anteile des Serums adulter Tiere stel-
len jedoch auch notwendige Substanzen dem Kulturmedium nach der
Erfindung als Inhaltsstoffe zur Verfiigung, die nicht im FCS
enthalten sind, und die vom Embryo fiir Wachstums- und Diffen-

zlierungsprozesse bendtigt werden.

Vorteilhafte Weiterbildungen des erfindungsgemiBen Mediums sind

in den Anspriichen 2 bis 9 angegeben.

Die Erfindung lehrt weiterhin ein Verfahren zur Herstellung
eines erfindungsgemdfen Kulturmediums gemiR dem Anspruch 10
sowie Verwendungen gemdB den Anspriichen 11 und 12. Im Falle des
Anspruchs 11 ist die Kultivierung embryonaler Stammzellen sowie

von Keimzellen ausgeschlossen, sofern eine solche Verwendung
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gesetzlich verboten ist. Es kann sich empfehlen, den Stufen Al)
und/oder Bl) ein schnelles definiertes Auftauen gefrorenen Aus-
gangsserums vorzuschalten. Das Auftauen kann bei éiner Tempera-
tur von 20 bis 50 °C, vorzugsweise von 30 bis 45 °cC,

héchstvorzugsweise von 35 bis 40 °C, erfolgen.

Bestimmte Schritte des Verfahrens zur Herstellung des Kulturme-
diums betreffen die Prazipitation bestimmter Proteinfraktionen
durch Auftau- und Einfriervorgdnge. Es ist wohlbekannt, dass
Serum beim Einfrierprozess ansteigenden Salzkonzentrationen aus-
gesetzt wird. Schnelles Einfrieren minimiert dieses ,Aussalzen",
erhoht jedoch den Sauerstoffgehalt in der Losung und kann somit
auch Oxidationsvorgdnge fordern. Bei der Aufreinigung von Stufe
A und Stufe B finden folgende Punkte zweckmadRigerweise Beach-
tung. Beim Einfrieren von proteinhaltigen L&sungen kann die
Funktion dieser L&sung, wie z.B. enzymatische Aktivitit als auch
die Proteinstruktur beeinflusst und verdndert werden. Diese Ef-
fekte variieren mit Kuhl-, Einfrier- und Auftauzyklen, mit der
Dauer des Einfrierens und der Temperatur als auch mit der Zusam-
mensetzung der Losung. Jedes Protein antwortet anders auf diese
physikalische Behandlung, d.h. jede einzelne Behandlung mag
nicht optimal sein fir ein bestimmtes Protein des Serumpools.
Einige Enzyme tolerieren die verschiedenen Einfrier- als auch
—auftauzyklen besser als andere, z.B. sind fibrilldre Proteine
empfindlicher gegeniiber dem Einfrierprozess als globuldre Prote-
ine (Fennema 1982). Weiterhin kann die Autooxidation zur Bildung
und Freisetzung freier Radikale fiihren, die wiederum fast alle
Serumkomponenten nachteilig verandern kénnen. Es ist bekannt,
dass Serum viele Prooxidantien enth&dlt, unter ihnen sind Hiamo-
globin und Xanthinoxidase die zwei Wichtigsten. Xanthinoxydase
ist nicht hitzeinaktivierbar, dennoch kann man seine schiadliche

Aktivitdat durch die Auswahl eines Serums mit niedrigem
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Hamoglobingehalt begrenzen. Die ebenfalls schddliche Photooxyda-
tion sollte durch geeignete LichtschutzmaRnahmen minimiert

werden.

Ein Maximum an wachstumsfdrdernder Potenz fiir das Kulturmedium
kann dadurch erzielt werden, daB alle Seren schnellstméglich
aufgetaut werden, indem man die Serum-Flaschen direkt in ein
Wasserbad einbringt. Wenn man das Serum langsam auftaut, erfahrt
das Serum an der Wandung der Containerflasche eine Salzkonzen-
trierung, bei der bestimmte Serumkomponenten hdheren Salzkonzen-
trationen als erwlnscht ausgesetzt werden. Es ist daher
winschenswert, die folgende Empfehlung einzuhalten: Erstens;
Resuspendierung der viskésen Anteile durch periodisches
Schwenken der Serumflasche wadhrend des Auftauprozesses, wobei
jedoch eine Schaumbildung ausgeschlossen sein muss; und
zweitens, schnelles Wiedereinfrieren des Serums, indem man die
Serum enthaltenen Flaschen direkt in einen Supercooler einbringt
und die Probe eingefroren lagert bei minus 18 bis minus 35°C,
vorzugsweise beli minus 20 bis minus 30°C, bevorzugterweise je-

doch bei minus 22 bis minus 24°C.

Eine weitere Option ist die Hitzeinaktivierung des Serumpools
bei 50-60°C Uber 10-45 Minuten, welche die Toxizitat des Serums
vermindern kann. Man sah anfangs die Hitzeinaktivierung als not-
wendig an, um hitzeempfindliche Komponenten, wie z.B. das Kom-
plement, zu zerstéren. Es ist im Rahmen der Erfindung jedoch
festgestellt worden, dass es nicht notwendig ist, das fetale
Serum einer Behandlung mit Hitze auszusetzen, um das Komplement
zu zerstdren, da offensichtlich die Auftau- und Einfrierprozesse
sowie das Erwdrmen der Seren auf 37°C hitzelabile Komplementfak-
toren in ausreichender Weise selbst schon zerstdren. Weiterhin

besteht keine Notwendigkeit zur Hitzeinaktivierung, etwa um
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schadliche Mycoplasmen zu zerstdren, da das kommerziell
erhdltliche FCS urspriinglich bereits durch drei hinterein-
andergeschaltete Filter mit einer Porengrdfe von 0.1 pm von
Lieferantenseite filtriert wurde. Gegensadtzlich zu allen Proto-
kollen zur Whole Embryo Kultur wurde daher auch festgestellt,
dass eine Hitzeinaktivierung des FCS wenig, wenn nicht gar
keinen Nutzen fir das Wachstum der ganzen Embryonen hat. Ferner,
dass trotz nicht durchgefiihrter Hitzeinaktivierung keine Doppel-
herzbildung in Vitro auftrat und allgemein nur dazu fithrt, dass
die Wachstumsraten insgesamt vermindert sind. Eine Hitzeinak-
tivierung, sollte sie notwendig erscheinen, sollte daher uber-
wacht werden durch ein Verfahren, welches wiederholbar ist. 500-
ml-Flaschen sollten immer portioniert werden in kleine Aliquots
von 10-100 ml, vorzugsweise 50 ml, um zu garantieren, dass das
Serum der Hitze nicht unnétig lange ausgesetzt wird und dass die
Serumfraktionen schnellstméglich wieder eingefroren als auch
wieder aufgetaut werden kénnen. Es sollten dabei Glasflaschen
und keine Plastikflaschen benutzt werden, da Glas ein besserer
Warmeleiter ist. Eine optionale Behandlung ist die zusatzliche
Anreicherung der Stufe C mit bestimmten Vitaminen. Es ist
bekannt (Cockroft et al., 1988), dass viele Vitamine fir
Wachstum und Differenzierung von Embryonen wichtig sind. Der
Bedarf an einer breiten Palette von Vitaminen hidngt jedoch nach-
weislich vom eingesetzten Somitenstadium ab. So ist fir Rat-
tenembryonen bekannt, dass friihere Stadien wie z.B. der
Gestationstag 9.0 eine eindeutige Notwendigkeit fiir die Anwesen-
heit von Pantothenat, Riboflavin, myo-Inositol, Folsdure und
Niacinamid zeigt, wohingegen sp&tere embryonale Stadien (Tag
10.5) nur einen absoluten Bedarf an Riboflavin aufweisen. Diese
Daten wurden jedoch durch Dialyseversuche ermittelt. Auch wenn
einzelne Vitamine durch Lagerungsdauer des Serums sowie durch

die Prdzipitationsvorgédnge im Kulturmedium nach der Erfindung
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verloren gegangen sein sollten, so ist doch davon auszugehen,
dass immer ein gewisser Grundgehalt an Vitaminen darin noch ent-
halten ist, der abhdngig vom eingesetzten Embryonalstadium,
schon ausreichend sein kann, um Wachstum und Differenzierung der

Embryonen in vitro angemessen zu ermdglichen.

Neben der zweckmafiigen Anreicherung des Kulturmediums mit Me-
thionin (Coelho et al., 1989., Coelho et al., 1990) und Glucose
(Ellington, 1987) ist eine zusatzliche Anreicherung in der Stufe
C mit weiteren freien Aminosduren und/oder Vitaminen, aber auch
mit anderen in der Whole Embryo Literatur beschriebenen
Wachstumsfaktoren méglich, um eine hohe Proteinsynthese und ins-
gesamt optimale Entwicklung der Embryonen in vitro zu

garantieren.

Um bakterielles Wachstum oder das anderer Mikroorganismen in-
folge der verschiedenen Aufreinigungsschritte zu verhindern, ist
eine nachtrdgliche, weitere Sterilisierung des Kulturmediums zu
empfehlen, z.B. durch Verwendung von sterilen Filterkartuschen,
wobei zu bedenken ist, dass wachstumsférdernde Komponenten wied-
erum verloren gehen kdnnten. Bakterielle Sterilitdt sowie der
Ausschluss des Wachstums von Pilzen kann Uberpriift werden durch
direkte Kulturtechniken in Flussigmedien gem&dR den iiblichen
Standardvorschriften. Sterilit&dt gegeniber Mycoplasmen kann
Uberprift werden durch direkte Kulturtechniken in Fliissigmedien,
Immunfluoreszenz und Farbung mit Hoechst Farbstoffen. Virale
Sterilitat kann nachgewiesen werden gemdB Verfahren 9CFR113.53.
IgG’s konnen quantitativ mit dem Nephelometer gemessen werden.
Endotoxine kdénnen gemessen werden im LAL Assay und sollten eine
Konzentration von < 10 EU/ml, vorzugsweise 1-5 EU/ml, und bevor-
zugterweise < 1 EU/ml aufweisen. Hamoglobin kann spektrophotome-

trisch gemessen werden und sollte einen Wert von < 20 mg/dl
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nicht tberschreiten, vorzugsweise < 10 mg/dl und bevorzugter-

weise einen Wert < 3 mg/dl aufweisen.

Als letzte MaBnahme kann der Gesamtproteingehalt des Kulturmedi-
ums eingestellt werden durch Konzentrierungs- als auch Verdin-
nungsmafnahmen, um dasselbe auf einen gewilinschten
Kontrollbereich von 5-8 g/dl Gesamtprotein, vorzugsweise auf 6-7
g/dl, einzustellen. Gleichzeitig kénnen Elektrolytlevels (K+,
Na+, etc.) auf jedes gewlinschte Level eingestellt werden; vor-
zugswelise werden sie folgendermafen eingestellt: [Na+] = 100-200
meqg/Liter; [K+] = 1-20 meg/Liter; [Ca+2] = 1-5 meq/Liter. Bevor-
zugte Werte sind [Na+] = 150 meq/Liter; [K+] = 5-6 meq/Liter;
[Ca+2] = 3-4 meqg/Liter. Der pH-Wert wird auf 6-8, bevorzugt auf
7,5 bis 7,6 eingestellt. Die Osmolaritdt ist niedrig und sollte
zwischen 280 und 320 mosm liegen, vorzugsweise zwischen 285 und

305 mosm.

Niedrige Endotoxinwerte sowie niedrige H&émoglobingehalte sind
Indikatoren dafir, dass das Serum sorgfdltig gesammelt und
schnellstméglich unter minimalster Zelllysis und minimalster
Freisetzung von Mycoplasmen und Viren aufgearbeitet wurde. Hohe
alpha-Globulingehalte, normale beta-Globulingehalte und niedrige
Immunglobulingehalte sind wiinschenswert. Serum von USDA-Qualitat
und/oder aus Ursprungsldndern wie Neuseeland und Australien sind
wichtige qualitative Voraussetzungen fiir das Verfahren zur Her-

stellung des Kulturmediums.

Das Kulturmedium nach der Erfindung ist lagerungsstabil bei mi-

nus 22 bis minus 24 °C fir mindestens 2 Jahre.

Beispiele:
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Beispiel 1: Herstellungsweg eines Kulturmediums aus kommerziell

erhdltlichen Komponenten (Fig. 1).

Stufe A. Ein bei minus 22 bis minus 24°C gelagertes, kommerziell
erhdaltliches Serum von Feten (FCS) wird unter kontrollierten
Bedingungen aufgetaut. Eine erste Fraktion, die schiddliche Kom-
ponenten enthdlt, prazipitiert dabei aus der L&sung, die durch
Filtration abgetrennt wird. Der abgetrennte erste Uberstand wird
wieder eingefroren. Nach dem erneuten Auftauen dieses S0g. er-
sten Uberstandes wird dieser mit einem addgquaten Gasgemisch zur
Einstellung des pH versetzt und unter Rollbewegungen in einem
Inkubator bei 37°C gehalten, wobei eine zweite Fraktion aus dem
Serum ausprdzipitiert. Diese Fraktion enthilt Substanzen, die
das Wachstum der kultivierten Embryonen eher behindern als
fordern. Demgemdss wird dieses zweite feste Retentat vom 50g.

zweiten Uberstand durch Filtration abgetrennt und verworfen.

Stufe B. Ein bei minus 22 bis minus 24°C gelagertes, kommerziell
erhdltliches Serum adulter Rinder wird unter kontrollierten
Bedingungen aufgetaut. Eine erste Fraktion, die schidliche Kom-
ponenten enthalt, prdzipitiert dabei aus der Lésung, die durch
Filtration abgetrennt wird. Der abgetrennte erste Uberstand wird
wieder eingefroren. Nach dem erneuten Auftauen dieses sog. er-
sten Uberstandes wird dieser mit einem addquaten Gasgemisch zur
Einstellung des pH versetzt und unter Rollbewegungen in einem
Inkubator bei 37°C gehalten, wobei eine zweite Fraktion aus dem
Serum ausprdzipitiert. Diese Fraktion enth&lt Substanzen, die
mehr das Wachstum der kultivierten Embryonen behindern als
fordern. Demgemdss wird dieses zweite feste Retentat vom sog.

zweiten Uberstand durch Filtration abgetrennt und verworfen.
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Stufe C. Volumenmélig gleiche oder unterschiedliche Anteile der
zweiten Uberstande aus Stufe A und Stufe B werden alsdann

zusammengemischt.

Beispiel 2: Herstellungsweg eines Kulturmediums aus teilweise

kduflichen Komponenten (Fig. 2).

Stufe A. Ein bei minus 22 bis minus 24°C gelagertes, kommerziell
erhdltliches FCS wird unter kontrollierten Bedingungen aufge-
taut. Eine erste Fraktion, die schadliche Komponenten enthilt,
prazipitiert dabei aus der Lésung, die durch Filtration ab-
getrennt wird. Der abgetrennte erste Uberstand wird wieder
eingefroren. Nach dem erneuten Auftauen dieses sog. ersten Uber-
standes wird dieser mit einem adidquaten Gasgemisch zur Einstel-
lung des pH versetzt und unter Rollbewegungen in einem Inkubator
bei 37°C gehalten, wobei eine zweite Fraktion aus dem Serum
ausprdzipitiert. Diese Fraktion enthilt Substanzen, die mehr das
Wachstum der kultivierten Embryonen behindern als f&rdern. Dem-
gemass wird dieses zweite feste Retentat vom sog. zweiten Uber-

stand durch Filtration abgetrennt und verworfen.

Stufe B. Ein bei minus 22 bis minus 24°C gelagertes Serum einer
adulten Spenderkuh, gewonnen nach dem Protokoll von Klug et al.,
(1985 a), wird unter kontrollierten Bedingungen aufgetaut. Eine
erste Fraktion, die schadliche Komponenten enthalt, prazipitiert
dabei aus der Losung, die durch Filtration abgetrennt wird. Der
abgetrennte erste Uberstand wird wieder eingefroren. Nach dem

erneuten Auftauen dieses sog. ersten Uberstandes wird dieser mit
einem addquaten Gasgemisch zur Einstellung des PH versetzt und

unter Rollbewegungen in einem Inkubator bei 37°C gehalten, wobei
eine zweite Fraktion aus dem Serum ausprazipitiert. Diese Frak-

tion enth&dlt vermutlich Substanzen, die mehr das Wachstum der
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kultivierten Embryonen behindern als fdrdern. Demgemdss wird

 dieses zweite feste Retentat vom sog. zweiten Uberstand durch
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Filtration abgetrennt und verworfen.

Stufe C. VolumenméRig gleiche oder unterschiedliche Anteile der
zweiten Uberstdnde aus Stufe A und Stufe B werden alsdann

zusammengemischt.

Beispiel 3: Ausfihrliche Beschreibung eines Verfahrens zur Her-

stellung eines Kulturmediums nach Beispiel 1.

Stufe A. Eine kommerziell erh&dltliche 500-ml Flasche mit fetalem
bovinem Serum wird unter leichten Schwenkbewegungen in einem
Wasserbad aufgetaut. Nachdem das Serum sorgfadltig vermischt
wurde, wird es unter sterilen Bedingungen portioniert, vorzug-
sweise in 50 ml Volumina, und und schnellstméglich auf 15-20°C
heruntergekiihlt. Anschliefend wird der erste Uberstand durch
Filtration des Serums durch eine Filterkartusche mit einer
Porengrobe von 0.22 pym abfiltriert vom festen ersten Pellet. Der
sog. erste Uberstand wird dann durch Einbringen der Probe in
einen Supercooler schnellstmdglich eingefroren, wo er bei minus
22 bis minus 24°C verbleibt.

Am Versuchstag wird der sog. erste Uberstand wieder in einem
Wasserbad aufgetaut, gefolgt von steriler Begasung des sog. 2.
Uberstandes mit 5% CO,, 10 % O, und 85 % N, fiir 1-10 Minuten,
vorzugsweise fir 2-5 Minuten, um den pH-Wert auf 6.5-8.5, vor-
zugsweise auf 7.0-8.0 und bevorzugterweise auf 7.4-7.6 ein-
zustellen. Der sog. erste Uberstand wird dann fiir 1-3 Stunden
leicht rotiert, bevorzugterweise fir 2 Stunden bei 37.0-37.5°C.
Dem weiteren AufreinigungsprozeB schlieBt sich danach eine so-

fortige Filtration des Serums durch eine Filterkartusche mit
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einer Porengrofe von 0.22 pm an, wobel das Pellet verworfen und
der sog. zweite Uberstand gesondert aufgefangen und

lichtgeschitzt gelagert wird bei 15 bis 20°C.

Stufe B. Eine kommerziell erhaltliche 500-ml Flasche mit adultem
bovinem Serum wird unter leichten Schwenkbeweqgungen in einem
Wasserbad aufgetaut. Nachdem das Serum sorgfdltig vermischt
wurde, wird es unter sterilen Bedingungen portioniert, vorzug-
sweise in 50 ml Volumina, und schnellstm&églich auf 15-20°C
heruntergekiithlt. Anschliefend wird der erste Uberstand wird
durch Filtration des Serums durch eine Filterkartusche mit einer
PorengréBe von 0.2 pm abfiltriert vom festen ersten Pellet. Der
sog. erste Uberstand wird dann durch Einbringen der Probe in
einen Supercooler schnellstmdglich eingefroren, wo er bei minus

22 bis minus 24°C verbleibt.

Am Versuchstag wird der sog. erste Uberstand wieder in einem
Wasserbad aufgetaut, gefolgt von steriler Begasung des sog. 2.
Uberstandes mit 5% CO,, 10 % O, und 85 % N, fiir 1-10 Minuten,
vorzugsweise fir 2-5 Minuten und bevorzugterweise fir 3.5 Min-
uten, um den pH-Wert auf 6.5-8.5, vorzugsweise auf 7.0-8.0 und
bevorzugterweise auf 7.4-7.6 einzustellen. Der sog. erste Uber-
stand wird dann fur 1-3 Stunden bei 35-39°C leicht rotiert,
bevorzugterweise fir 2 Stunden bei 37.0-37.5°C. Dem weiteren
Aufreinigungsprozess schlieBt sich danach eine sofortige Filtra-
tion des Serums durch eine Filterkartusche mit einer Porengréfe
von 0.22 um an, wobei das Pellet verworfen und der sog. zweite
Uberstand gesondert aufgefangen und lichtgeschiitzt gelagert wird
bei 15 bis 20°C.

Stufe C. Das Verfahren zur Herstellung des Kulturmediums nach

der Erfindung wird fortgefiihrt, indem unter sterilen Bedingungen
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bestimmte Volumina des 2. Uberstandes aus Stufe A vermischt wer-
den mit bestimmten Volumina des 2. Uberstandes aus Stufe B. In
Stufe C kann zus&dtzlich angereichert werden mit essentiellen
bekannten Wachstumsfaktoren, entweder vor oder nach der Ver-

einigung der Produkte aus Stufe A und Stufe B.

Beispiel 4: Ausfihrliche Beschreibung eines Verfahrens zur Her-

stellung eines Kulturmediums nach Beispiel 2.

Stufe A. Eine kommerziell erh&ltliche 500-ml Flasche mit fetalem
bovinem Serum wird unter leichten Schwenkbewegungen in einem
Wasserbad aufgetaut. Nachdem das Serum sorgfidltig vermischt
wurde, wird es unter sterilen Bedingungen portioniert, vorzugs-
weise in 50 ml Volumina, und schnellstméglich auf 15-20°C herun-
tergekihlt. AnschliefBend wird der erste Uberstand wird durch
Filtration des Serums durch eine Filterkartusche mit einer
Porengrofe von 0.22 pym abfiltriert vom festen ersten Pellet. Der
sog. erste Uberstand wird dann durch Einbringen der Probe in
einen Supercooler schnellstméglich eingefroren, wo er bei minus

22 bis minus 24°C verbleibt.

Am Versuchstag wird der sog. erste Uberstand wieder in einem
Wasserbad aufgetaut, gefolgt von steriler Begasung des sog. 2.
Uberstandes mit 5% CO,, 10 % O, und 85 % N, fiir 1-10 Minuten,
vorzugsweise fir 2-5 Minuten, um den pH-Wert auf 6.5-8.5, vor-
zugsweise auf 7.0-8.0 und bevorzugterweise auf 7.4-7.6 ein-
zustellen. Der sog. erste Uberstand wird dann fir 1-3 Stunden
bei 35-39°C leicht rotiert, bevorzugterweise fiir 2 Stunden bei
37.0-37.5°C. Dem weiteren Aufreinigungsprozess schlieBt sich
danach eine sofortige Filtration des Serums durch eine Fil-

terkartusche mit einer PorengréBe von 0.22 pm an, wobei das
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Pellet verworfen und der sog. zweite Uberstand gesondert aufge-

fangen und lichtgeschiitzt gelagert wird bei 15 bis 20°C.

Stufe B. Serum wird von einer gesunden, vorzugsweise nicht
trdachtigen Spenderkuh nach bekanntem Verfahren gewonnen, auf-
gearbeitet (Klug et al., 1985a) und eingefroren gelagert in

50 ml Volumina (Glasflaschen). Bei Bedarf wird dieses Serum dann
in einem 37°C Wasserbad aufgetaut. Nachdem das Serum sorgfaltig
vermischt wurde, wird es auf 15-20°C heruntergekiihlt.
Anschliefend wird der erste Uberstand wird durch Filtration des
Serums durch eine Filterkartusche mit einer PorengréBe von 0.2
pm abfiltriert vom festen ersten Pellet. Der sog. erste Uber-
stand wird dann durch Einbringen der Probe in einen Supercooler
schnellstméglich eingefroren, wo er bei minus 22 bis minus 24°C

verbleibt.

Am Versuchstag wird der sog. erste Uberstand wieder in einem
37°C Wasserbad aufgetaut, gefolgt von steriler Begasung des sog.
2. Uberstandes mit 5% CO,, 10 % O, und 85 % N, fir 1-10 Minuten,
vorzugsweise fir 2-5 Minuten, um den pH-Wert auf 6.5-8.5, vor-
zugswelise auf 7.0-8.0 und bevorzugterweise auf 7.4-7.6 ein-
zustellen. Der sog. erste Uberstand wird dann fiir 1-3 Stunden
bei 35-39°C leicht rotiert, bevorzugterweise fiir 2 Stunden bei
37.0-37.5°C. Dem weiteren Aufreinigungsprozess schlieRt sich
danach eine sofortige Filtration des Serums durch eine Fil-
terkartusche mit einer PorengréBe von 0.22 pm an, wobei das Pel-
let verworfen und der sog. zweite Uberstand gesondert

aufgefangen und lichtgeschiitzt gelagert wird bei 15 bis 20°C.

Stufe C. Das Verfahren zur Herstellung des Kulturmediums nach
der Erfindung wird fortgefiihrt, indem unter sterilen Bedingungen

bestimmte Volumina des 2. Uberstandes aus Stufe A vermischt



10

15

20

25

30

WO 02/059276 PCT/DE02/00253
19

werden mit bestimmten Volumina des 2. Uberstandes aus Stufe B.
Stufe C kann zusatzlich angereichert werden mit essentiellen
bekannten Wachstumsfaktoren, entweder vor oder nach der Vere-

inigung der Produkte aus Stufe A und Stufe B.

Beispiel 5: Anwendungsgebiete

Das Kulturmedium nach der Erfindung ist niitzlich in allen An-
wendungsgebieten der Zell- und Gewebekultur, in denen auch FCS
benutzt wird. Es kann als kostengiinstiges Ersatzkulturmedium
eingesetzt werden, da viele Zellinien darin angeziichtet werden
kénnen. Auf Anwendungsgebiet betrdgt der Gehalt an Serum dann
nur 2-20 Volumenprozent, bevorzugterweise ungefahr 10%. Das An-
wendungsgebiet umfasst Monolayerkulturen, Suspensionskulturen
und Clonierungskulturen. Das bedeutendste Anwendungsgebiet fir
das Kulturmedium nach der Entwicklung besteht jedoch als Kultur-
medium ganzer Nagerembryonen speziell fiur die Kultivierung von

Embryonen der Ratte, und der Maus

Beispiel 6: Kulturtechnik und Testansatz ganzer Embryonen fir

den Gestationstag 9,5)

Trachtige Ratten vom Gestationstag 9,5; wobei die ersten 24
Stunden nach der Verpaarung ,Tag 0% genannt werden (unter Nach-
wels von Spermien im Vaginalabstrich), wurden durch Dekapitation
getdtet und deren Embryonen basierend nach der Kulturtechnik von
Steele et al. (1974), New et al. (1976) und Klug et al. (1985a)
fir 48 Stunden kultiviert. Die Embryonen wurden vor Einsatz in
die Kultur gestaged nach Brown et al. (1991), und nur mittlere
Headfold-Stadien (mit 2 und 3 Somiten) wurden in den Testansatz

aufgenommen.
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Je 3-4 Embryonen wurden daflir in rotierenden Penicillinflaschen
(25 rpm) bei 38,5°C in 7 ml Kulturmedium fir 48 Stunden kul-
tiviert. Die mit dem Kulturmedium und den Embryonen beschickten
Kulturflaschen wurden initial begast mit 10% O, 5% CO, und 85%
N,. Nach 36 Stunden Kultur wurden die Kulturflaschen erneut be-
gast, jetzt aber mit einem Gasgemisch von 50% 0,, 5% CO, und 45%
N,. Am Ende des Kulturzeitraums von 48 Stunden wurden die Embry-
onen beziglich Wachstum und Entwicklung auf Basis eines Scoring-
systems (Brown et al. (1981) und Klug et al, (1985a) beurteilt

sowie der Proteingehalt des Embryos ermittelt.

Daten in den Tabellen 1 bis 5 geben die Medianwerte (mittlere
Zahl in der betreffenden Spalte) als auch das dritte Quartil
(obere Zahl in der betreffenden Spalte) und das erste Quartil

(untere Zahl in der betreffenden Spalte) wieder.

Die Testansdtze (Tabelle 1-5) bestanden immer aus 6 ml Testserum
und 1 ml Puffer, wobei allen bovinen Testseren iiber den zuge-
setzten Puffer pro ml Kulturmedium zus&tzlich 3 mg D+-Glukose
und 75 pg Methionin zugesetzt wurde, da bekannt ist, daB bovine
Seren im Allgemeinen weniger Glukose als Rattenserum enthalten
und zusétzlich Methionin bendtigen, um den SchluBR des Neural-
rohrs zu gewdhrleisten und um somit weitere Fehlbildungen zu

verhindern.

Tabelle 1 zeigt die Kulturergebnisse von Tag 9,5 Rattenembryonen
nach 48 Stunden Kultur. Rattenserum, von Spendertieren nach
Steele et al. (1974) und New et al. (1976) gewonnen und aufbere-
itet, kam unsupplementiert zum Einsatz (6 ml Rattenserum plus 1
ml Puffer) und diente als Referenz. Es wurden ausgetestet ver-
schiedene Chargen adultes bovines Serum nach Klug et al.,

(1985a) sowie 2 verschiedene Chargen kommerziell erhiltliches
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FCS hochster Qualitét sowie Kulturmedien nach Beispiel 2/4. Alle
Seren wurden fir 30 Min einer Hitzebehandlung bei 56°C unter-
zogen. Die Ergebnisse zeigen, dak die erfindungsgemdBen Kultur-
medien ein deutlich besseres Wachstum und eine bessere sowie
normale Differenzierung der Embryonen erméglicht als adultes
bovines Serum nach Klug et al., (1985a). Das erfindungsgemile
Kulturmedium ermdglicht dies bis zu einer starken Verschiebung
der Volumenanteile von Stufe A und Stufe B, namlich bis auf 5
Volumenanteile FCS (Stufe A) und 1 Volumenanteil adultes bovines
Serum (Stufe B). FCS als Kulturmedium ist nicht fdrderlich und
fdhrt zu einer hohen Fehlbildungsrate, einem sehr niedrigen Pro-

teinwert und mangelhaftem Lingenwachstum (CR).

Tabelle 2 demonstriert die Kulturergebnisse von Tag 9.5 Rat-
tenembryonen nach 48 Stunden Kultur. Es wurde speziell die Dauer
der Hitzeinaktivierung variiert. Die Ergebnisse zeigen, dab
adultes Serum, welches nach Klug et al., (1985a) gewonnen und
aufgearbeitet wurde, einer Hitzeinaktivierung unterzogen werden
mub, wohingegen FCS nicht hitzebehandelt werden darf (vergleiche
hierzu auch mit hitzebehandeltem FCS, Tabelle 1). Das Kulturme-
dium nach Beispiel 1/3 als auch die Kulturmedien nach Beispiel
2/4 ermdglichen ein besseres Wachstum sowie eine normale Differ-
enzierung der Embryonen in vitro als das Kulturmedium nach Klug

et al., (1985a), (vergleiche hierzu auch mit Tabelle 1).

Beispiel 7: Kulturtechnik und Testansatz der Embryonen fiir den

Gestationstag 10,1

Trachtige Ratten vom Gestationstag 10,1; wobei die ersten 24
Stunden nach der Verpaarung ,Tag 0“ genannt werden (unter Nach-
weis von Spermien im Vaginalabstrich), wurden durch Dekapitation

getdtet und deren Embryonen basierend nach der Kulturtechnik von
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Steele et al. (1974) und New et al. (1976), und in Anlehnung an
die Basistechnik von Klug et al. (1985a) fir 50 Stunden kul-
tiviert. Die Embryonen wurden vor Einsatz in die Kultur gestaged
nach Fujinaga et al. (1995), und nur Embryonen des Stadiums 12
(8 Somiten) und Stadium 13 (9 Somiten) wurden in den Testansatz

aufgenommen.

Je 3 Embryonen wurden dafir in rotierenden Penicillinflaschen
(25 rpm) bei 38,5°C in 7 ml Kulturmedium fiir 50 Stunden kul-
tiviert. Die mit dem Kulturmedium und den Embryonen beschickten
Kulturflaschen wurden initial begast mit 15% O,, 5% CO, und 80%
N,. Nach 36 Stunden Kultur wurden die Kulturflaschen erneut be-
gast, jetzt aber mit einem Gasgemisch von 40% 0,, 5% CO, und 55%
N, und ein drittes Mal nach 43 Stunden mit 85% 0,, 5% CO, und 10%
N;. Am Ende des Kulturzeitraums von 50 Stunden wurden die Embry-
onen bezliglich Wachstum und Entwicklung auf Basis eines Scoring-
systems (Brown et al. (1981) und Klug et al, (1985a) beurteilt

sowie der Proteingehalt des Embryos ermittelt.

Tabelle 3 zeigt die Kulturergebnisse von Tag 10.1 Rattenembryo-
nen nach 50 Stunden Kultur. Rattenserum, von Spendertieren nach
Steele et al. (1974) und New et al. (1976) gewonnen und aufbere-
itet, kam unsupplementiert zum Einsatz (6 ml Rattenserum plus 1
ml Puffer) und diente als Referenz. Es wurden ausgetestet, kom-
merziell erhdltliches FCS und kommerziell erhaltliches adultes
Rinderserum, welche beide ebenfalls fiir 30 Min. bei 56°C hitze-
behandelt wurden. Die Ergebnisse zeigen, daB nur das Rattenserum
ein gutes Wachstum und eine normale Differenzierung der Embryo-

nen ermodglicht.

Tabelle 4 demonstriert die Kulturergebnisse von Tag 10.1 Rat-

tenembryonen nach 50 Stunden Kultur im Kulturmedium nach
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Beispiel 1/3 bzw. 2/4. Es wurden ausgetestet verschiedene kom-
merziell erh&ltliche FCS und verschiedene kommerziell erhaltli-
che adulte Rinderseren. Alle adulten Seren wurden dabei einer
Hitzebehandlung unterzogen. Die Ergebnisse zeigen, daB das Kul-
turmedium nach Beispiel 1/3 bzw. 2/4 ein gutes Wachstum und eine
normale Differenzierung der Embryonen in vitro erméglicht, und
daBh das kommerzielle adulte Serum qualitativ hochwertig sein

sollte.

Tabelle 5 demonstriert im direkten Vergleich die Kulturergeb-
nisse von Tag 10.1 Rattenembryonen nach 50 Stunden Kultur in
verschiedenen Kulturmedien. Die Ergebnisse zeigen,'daﬁ das Kul-
turmedium nach Beispiel 1/3 ebenso wie nach 2/4 ein gutes
Wachstum und eine normale Differenzierung der Embryonen in vitro
ermdglicht; dal eine zusatzliche Anreicherung des Kulturmediums
mit Vitaminen vorteilhaft ist und daR eine strenge Stadienein-
teilung bei Selektion der Embryonen fir die Kultur zu erfolgen

hat.
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Tabelle 1. Kulturergebnisse von Tag 9,5 Rattenembryonen nach 48 Stunden Kultur in vitro in
verschiedenen Kulturmedien.

Testserum Quelle Stufe t n CR Som  Score Prot Abn
C  (56°C) (mm) (n) (ngE) (%)

Nach dem Stand der Technik:

10

15

20

25

30

402 27 39 307,5
Rattenserum FU - 30 13 3,90 27 39 305,8 0
3,78 27 39 2825
3,30 25 36 196,6
BS (lot 4/99) FU - 30 16 3,15 24 36 164,8 18,8
3,06 23 34 1503
32 24 35 1994
BS (lot 6/99) FU - 30 11 3,18 23 35 169,6 9,1
312 p] 35 158,1
2,94 25 28 127,0
FCs' G - 30 13 285 24 25 1098 538
2,70 2 2 84,6
Nach Beispiel 2 und 4:
348 26 38 224,0
FCS'+ G/FU 2+l 3030 12 3,48 25 36 211,8 0
BS (lot 6/99) 342 2] 34 189,0
344 25 36 2028
FCS'+ G/FU  5+1 307300 14 3,33 24 35 201,1 7,1
BS (lot 6/99) 321 24 34 187,1
X ) 27 38 256,0
FCS2+ G/FU 141 30730 15 3,60 27 37 225,2 0
BS (lot 4/99) 345 26 36 2134
3n 28 33 245,1
FCS'+ G/FU 141 30/30' 15 3,48 27 37 229,7 0
BS (lot 8/99) 3,36 27 37 2092
n 27 37 246,3
FCS?+ G/FU 1+l 307300 10 3,63 27 36 2171 0
BS (lot 8/99) 3,45 26 36 200,4

FCS' kommerziell erhaltliches FCS von sehr hoher Qualitat
FCS? kommerziell erhltliches FCS von sehr hoher Qualitat, empfohlen fiir embryonale Stammzellen
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Tabelle 2. Kulturergebnisse von Tag 9,5 Rattenembryonen nach 48 Stunden Kultur in ;ritro in

verschiedenen Kulturmedien unter Austestung verschiedener Hitzeinaktivierungsschemata.

Testserum Quelle  Stufe t n CR Som Score Prot Abn
C (56°C) (mm) (n) (ng/E) (%)
Nach dem Stand der Technik:
3 23 34 1574
FCS G - o 12 3,03 24 33 138,0 16,6
291 23 3 1259
BS FU - 0 12 * * * * 100
3,54 24 R 2126
BS FU - 15 16 3,27 24 30 174,4 62,5
3,14 2 2 155,4
Nach Beispiel | und 3:
3.66 27 33 2183
FCS +¢BS H/H 1+1 0730 12 3,60 27 37 204,0 0
3,36 26 36 167,7
Nach Beispiel 2 und 4:
3,59 26 37 238,1
FCS + BS G/FU 1+1 307300 26 3,42 26 36 2242 0
3,36 25 36 2044
3n 28 38 2375
FCS + BS G/FU 1+1 0/30' 18 3,66 27 38 225,5 0
3,50 27 37 2010
. 372 28 38 2298
FCS + BS G/FU 1+1 0715’ 15 3,66 27 38 217,5 6,6
348 27 36 1928
ER A 28 38 275,5
FCS +BS G/FU 1+1 0745 14 3,72 28 38 263,5 0
3.60 27 38 2498
24 27 1920
FCS +BS G/FU 1+1 070" 16 n.d. 22 26 177,0 100
20 2 150,8

* Nicht meBbar, da alle Embryonen fehlgebildet waren.
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Tabelle 3. Kulturergebnisse von Tag 10,1 Rattenembryonen nach 50 Stunden Kultur in vitro in

verschiedenen Kulturmedien.

Testserum Quelle Stufe t n CR Som Score Prot Abn
C  (56°C) (mm) (n) (ng/E) (%)
Nach dem Stand der Technik:
4,44 33 49 5784
Rattenserum FU - 30 7 4,38 32 49 548,0 0*
4,23 3 49 536,0
3,54 28 36 163.2
FCS G - 0 26 3,36 26 33 131,6 100
312 24 3 93.6
3,54 28 35 2148
cBS P - 30° 13 3,48 27 34 181,2 100
3,30 26 kb 158,4
3.87 27 39 293,7
cBS H - 30¢ 10 3,78 27 37 259,4 100
3.62 2 33 2110

* Epicard des Herzens leicht aufgebléht bei 3 Embryoneh.
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Tabelle 4. Kulturergebnisse von Tag 10,1 Rattenembryonen nach 50 Stunden Kultur in vitro in

verschiedenen bovinen Kulturmedien.

Testserum Quelle Stufe t n CR Som Score Prot Abn
C__ (56°C) (mm) (n) (n2/E) ()
Nach Beispiel 1 und 3.
432 30 46 3688
FCS +¢BS G/P* 1+1 0/30" 33 4,14 30 45 300,4 13,3
3,84 29 41 253.6
4,61 32 48 4172
FCS +¢BS G/H 1+1 0730 15 4,50 32 48 410,0 0
438 2 48 3895
4,32 31 47 4116
FCS + ¢BS H/H 1+1  0730" 15 4,26 31 47 3816 0
4,20 3 47 3556
4,86 33 48 5160
FCS +cBS HH 141  0730" 16 4,71 33 48 4940 0
+ Vitamine ' 4,56 3 48 4608
Nach Beispiel 2 und 4:
4,80 31 49 504,4
FCS +BS G/FU 1+l  07/30" 41 4,62 31 48 466,4 0
4,50 31 46 4467
4,50 31 47 3604
FCS +BS G/FU  5+1 0730 11 4,35 30 47 330,0 11,1
4,14 30 44 259.6

p* Kommerzielles adultes Serum aus mittlerem Preissegment.

' Zusatz von 0,2 pg/ml Riboflavin und 12,0 pg/ml myo-Inositol.
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Tabelle 5. Kulturergebnisse von Tag 10,1 Rattenembryonen nach 50 Stunden Kultur in vitro in
verschiedenen bovinen Kulturmedien.

Testserum "3 Quelle Embryonal- n CR Som Score Prot Abn
stadium (mm) (n) (ng/E) (%)
Nach Beispiel 1 und 3:
435 31,5 46,5 3742
FCS +¢BS HH stage 12/6s 8 4,20 31,0 45,0 3324 0
+ Vitamine 390 30,0 44,0 3246
461 32,0 48,0 456,8
FCS +¢BS HH stage 12/7s 4 4,50 32,0 48,0 4452 0
+ Vitamine * 438 318 48,0 4433
stage 12/8s 4,88 333 48,0 5216
FCS +cBS HH stage 13/9s 12 4,717 330 48,0 5114 0
+ Vitamine ¢ 4,56 33,0 48,0 4853
FCS +¢cBS HH stage 13/10s - ———————— nicht getestet ——————————
+ Vitamine *
Nach Beispiel 2 und 4:
FCS +BS G/FU stage 12/6s - -——-————— nicht getestet ——— ———————
440 31,0 410 440,1
FCS +BS G/FU stage 12/7s 12 432 31,0 47,0 4113 0
420 30,0 41,0 3913
stage 12/8s 480 31,0 49,0 5044
FCS +BS G/FU stage 13/9s 41 4,62 31,0 48,0 4664 0
4,50 31,0 46,5 446,7
4389 33,0 49,0 546,6
FCS + BS G/FU  stage 13/10s 3 4,86 33,0 49,0 5324 0
483 33,0 49,0 5246

BS und ¢BS wurden fiir 30 Min. bei 56 °C hitzeinaktiviert.
FCS wurde nicht hitzeinaktiviert.

Stufe C war bei allen Kulturmedien 1+1.

Zusatz von 0,2 pg/ml Riboflavin und 12,0 pg/ml myo-Inositol.

F N S
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Die folgenden Abkiirzungen wurden verwendet:

% -
“_
pHe/E -
OC_
1+1 -

o 2+1 -

5+1 -

Abn-

BS -
cBS -
Ca-
CO; -
CR -
EGF -
et al.-
FCS -

Prot -
rPL-1
Quelle
rpm -
Score -
Som -
Stufe C
t-
VEGF -
Verd -

Prozent

mikro-

Microgramm pro Embryo

Grad Celsius

ein Volumenanteil Stufe A plus ein Volumenanteil Stufe B
zwei Volumenanteile Stufe A plus ein Volumenanteil Stufe B
fiinf Volumenanteile Stufe A plus ein Volumenanteil Stufe B
Abnormitéten in der embryonalen Differenzierung pro Embryo und Testansatz
adultes Rinderserum eigener Herstellung von einer Spenderkuh aus eigener Herde
kéufliches adultes Rinderserum eines kommerziellen Anbieters
Kalzium

Kohlendioxyd

Scheitel-Steif3-Lénge

Epidermal Growth Factor

und andere Autoren

Fetales Kélberserum

Institut fiir Klinische Pharmakologie und Toxikologie der Freien Universitéit Berlin
kommerzieller Anbieter (Nr. 1) von Serum

Gramm

kommerzieller Anbieter (Nr. 2) von Serum

Stunde(n)

Insulin-Like Growth Factor

Kalium

Liter

Molar

Milligramm

Minute(n)

Milliliter

Millimeter

Millimolar

Milliosmol (umol/Kg)

Anzahl der in vitro getesteten Embryonen pro Testansatz
Stickstoff

Natrium

Nanometer

Sauerstoff

kommerzieller Anbieter (Nr. 3) von Serum

Proteingehalt des ganzen Embryos nach Entfernen der Hiillen
rat placental lactogen

Hersteller, bzw. kommerzieller Anbieter des Testserums
Umdrehungen pro Minute

Bewertungsschema (siehe Brown und Fabro 1981)

Somiten

Produkt aus Stufe A und B

angewendete Temperatur bei der Hitzeinaktivierung

Vascular Endothelial Growth Factor

Verdiinnung des Testserums
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Patentanspriche:

Kulturmedium enthaltend:

a) 1 - 99 Vol.-% fetalem Sdugerserum, insbesondere FCS,
und
b) 1 - 99 Vol.-% adultes Sdugerserum, insbesondere

adultes Rinderserum,

wobei die Summe der Anteile der Komponenten a) und b)

stets 100 Vol.-% betragt.

Kulturmedium nach Anspruch 1, enthaltend

a) 20 - 80 Vol.-%, vorzugsweise 40 - 60 Vol.-% FCS und
b) 20 - 80 Vol.-%, vorzugsweise 40 - 60 Vol.-% adultes

Rinderserum.

Kulturmedium nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Kompo-

nente a) hitzeinaktiviert ist.

Kulturmedium nach Anspruch 3, wobei die Hitzeinak-
tivierung fir zumindest 5 min., vorzugsweise zumindest
15 min., hochstvorzugsweise fir zumindest 30 min., bei
40 bis 70 °C, vorzugsweise bei 50 bis 60 °C, insbeson-
dere bei 56 °C, durchgefithrt ist.
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Kulturmedium nach einem der Anspriiche 1 bis 4, wobei die

Komponente b) nicht hitzeinaktiviert ist.

Kulturmedium nach einem der Anspriiche 1 bis 5, wobei

kein Rattenserum enthalten ist.

Kulturmedium nach einem der Anspriiche 1 bis 6, enthal-
tend als weitere Komponenten, bezogen auf 100 Gewicht-

steile der Komponenten a) und b):

c) 0,005 bis 0,5, vorzugsweise 0,01 bis 0,1, insbeson-
dere 0,05, Gewichtsteile eines Zuckers oder einer

Mischung aus Zuckern und/oder

d) 0,0001 bis 0,01, vorzugsweise 0,0005 bis 0,005, ins-
besondere 0,00125 Gewichtsteile einer natiirlichen

oder synthethischen Aminosaure und/oder
e) 1 bis 100, vorzugsweise 10 bis 40, insbesondere 16,7,

Gewichtsteile einer Pufferldsung.

Kulturmedium nach Anspruch 7, wobei der Zucker D+-

Glucose und/oder die Aminosdure Methionin ist.

Kulturmedium nach einem der Anspriche 1 bis 8 dadurch
erhaltlich, daB

PCT/DE02/00253



10

15

20

25

30

WO 02/059276

Al)

A2)

A3)

A4)

AD)

A6)

34

die Komponente a) den folgenden Verfahrensschritten

unterworfen wird:
die Komponente a) wird auf 15 bis 20 °C abgekiihlt,

dann wird eine Filtration mit einer AusschluBgrenze
im Bereich von 100 bis 500 nm, vorzugsweise von 200
bis 250 nm, durchgefiihrt,

optional wird das in Stufe A2) erhaltene Filtrat auf
eine Temperatur unter -10°C, vorzugsweise unter
-20°C, eingefroren und optional fiir einen Zeitraum
von zumindest 1 Tag, vorzugsweise zumindest 6 Tage,

zwischengelagert,

anschliefend erfolgt bei einer Temperatur von 30 bis
45 °C, vorzugsweise 35 bis 40 °C, insbesondere 37°C;
eine Begasung flr eine Dauer von 0,1 bis 100 min.,
vorzugsweise 1 bis 10 min., hdéchstvorzugsweise 2 bis
5 min., mit einer Mischung aus CO,, O, und N,, gefolgt
von einer Inkubation bei gleicher Temperatur, wobei
ein pH von 6,5 bis 8,5, vorzugsweise von 7,0 bis

8,0, hochstvorzugsweise von 7,4 bis 7,6, eingestellt

wird,
danach erfolgt eine Filtration gemaB Stufe A2),

das in Stufe A5 erhaltene Filtrat wird der Stufe C
zugefihrt,

die Komponente b) wird den folgenden Verfahrenstufen

zugefihrt:

PCT/DE02/00253
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B1)

B2)

B3)

B4)

B5)

B6)

35

optional erfolgt eine Hitzeinaktivierung,

es wird eine Filtration mit einer AusschluBgrenze im
Bereich von 100 bis 500 nm, vorzugsweise von 200 bis
250 nm, durchgefihrt,

optional wird das in Stufe B2) erhaltene Filtrat auf
eine Temperatur unter -10°C, vorzugsweise unter
-20°C, eingefroren und optional fiir einen Zeitraum
von zumindest 1 Tag, vorzugsweise zumindest 6 Tage,

zwischengelagert,

anschliefend erfolgt bei einer Temperatur von 30 bis
45 °C, vorzugsweise 35 bis 40 °C, insbesondere 37°C;
eine Begasung flir eine Dauer von 0,1 bis 100 min.,
vorzugsweise 1 bis 10 min., hoéchstvorzugsweise 3 bis
5 min., mit einer Mischung aus CO,, O, und N,, gefolgt
von einer Inkubation bei gleicher Temperatur, wobei
ein pH von 6,5 bis 8,5, vorzugsweise von 7,0 bis

8,0, hochstvorzugsweise von 7,4 bis 7,6, eingestellt

wird,

danach erfolgt eine Filtration gemdaB Stufe B2},

das in Stufe B5 erhaltene Filtrat wird der Stufe C

zugefihrt,

die Produkte aus den Stufen A6) und B6) werden mite-

inander in Anteilen gemdB Anspruch 1 gemischt.
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Anspriche 1 bis 9 mit den folgenden Merkmalen:

A)

Al)

A2)

A3)

Ad)

Ab)

Ab)

die Komponente a) den folgenden Verfahrensschritten

unterworfen wird:

die Komponente a) wird auf 15 bis 20 °C abgekiihlt,

dann wird eine Filtration mit einer AusschluBRgrenze
im Bereich von 100 bis 500 nm, vorzugsweise von 200

bis 250 nm, durchgefiihrt,

optional wird das in Stufe A2) erhaltene Filtrat

auf eine Temperatur unter -10°C, vorzugsweise unter
-20°C, eingefroren und optional fir einen Zeitraum
von zumindest 1 Tag, vorzugsweise zumindest 6 Tage,

zwischengelagert,

anschlieBend erfolgt bei einer Temperatur von 30
bis 45 °C, vorzugsweise 35 bis 40 °C, insbesondere
37°C; eine Begasung fiur eine Dauer von 0,1 bis 100
min., vorzugsweise 1 bis 10 min., hoéchstvorzug-
sweise 2 bis 5 min., mit einer Mischung aus CO,, O,
und N,, gefolgt von einer Inkubation bei gleicher
Temperatur, wobei ein pH von 6,5 bis 8,5, vorzug-
sweise von 7,0 bis 8,0, hdchstvorzugsweise von 7,4

bis 7,6, eingestellt wird,

danach erfolgt eine Filtration gemall Stufe A2),

das in Stufe A5 erhaltene Filtrat wird der Stufe C

zugefiihrt,

PCT/DE02/00253
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B2)

B3)

B4)

B5)

B6)

37

die Komponente b) wird den folgenden Verfahren-

stufen zugefihrt:

optional erfolgt eine Hitzeinaktivierung,

es wird eine Filtration mit einer Ausschlufgrenze
im Bereich von 100 bis 500 nm, vorzugsweise von 200
bis 250 nm, durchgefiihrt,

optional wird das in Stufe B2) erhaltene Filtrat

auf eine Temperatur unter -10°C, vorzugsweise unter
-20°C, eingefroren und optional fiir einen Zeitraum
von zumindest 1 Tag, vorzugsweise zumindest 6 Tage,

zwischengelagert,

anschlieBend erfolgt bei einer Temperatur von 30
bis 45 °C, vorzugsweise 35 bis 40 °C, insbesondere
37°C; eine Begasung fiir eine Dauer von 0,1 bis 100
min., vorzugsweise 1 bis 10 min., hoéchstvorzug-
sweise 2 bis 5 min., mit einer Mischung aus CO,, O,
und N,, gefolgt von einer Inkubation bei gleicher
Temperatur, wobei ein pH von 6,5 bis 8,5, vorzug-
sweise von 7,0 bis 8,0, hochstvorzugsweise von 7,4

bis 7,6, eingestellt wird,

danach erfolgt eine Filtration gemaf Stufe B2),

das in Stufe B5 erhaltene Filtrat wird der Stufe C
zugefiihrt,
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C) die Produkte aus den Stufen A6) und B6) werden

miteinander in Anteilen gem&R Anspruch 1 gemischt.

Verwendung eines Kulturmediums nach einem der Anspriiche 1
bis 10 zur Kultivierung von Zellen, Geweben, oder Roden-
tenembryonen, insbesondere Embryonen, der Ratte und der

Maus.

Verwendung eines Kulturmediums nach einem der Anspriiche 1
bis 10 in einem Verfahren zur Untersuchung von prospektiven
Wirkstoffen auf teratogene Wirkung mit den folgenden

Verfahrenstufen:

al) trachtigen Rodenten werden Rodentenembryonen entnommen
und in ein Kulturmedium nach einem der Anspriiche 1 bis

10 eingebracht und kultiviert,

a2) dem Kulturmedium wird vor oder nach dem Einbringen der
Rodentenembryonen der prospektive Wirkstoff in einer

physiologisch wirksamen Dosis zugegeben,

a3) nach einer definierten Kultivierungsdauer werden die
Rodentenembryonen auf Fehlbildungen und/oder

Wachstumsretardierung untersucht.
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Schnelles Auftauen bei 30-50°C

Portionierung

(in 10 x 50 ml, Glasflaschen)

Abkithlung auf 15-20°C

Filtration
(0.22 pm)

/

Erstes Retentat

Erstes Filtrat
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Part A Part B
- FCS Adultes Bovines Serum
kiuflich kduflich
(z.B. 500 ml Serum pro Flasche) (z.B. 500 ml Serum pro Flasche)

Schnelles Auftauen bei 30-50°C

Portionierung
(in 10 x 50 ml, Glasflaschen)

Hitzeinaktivierung
(30 min, 56°C, Schwenkend)

Abklhlung auf 15-20°C

Filtration
(0.22 pm)

/

Erstes Retentat

™~

Erstes Filtrat

Part A Part A Part B Part B
Verwerfen Einfrieren und Verwerfen Einfrieren und
Lagern Lagemn

(22 bis -24°C) (-22 bis -24°C)

Am Versuchstag

i el

Auftauen bei 30-50°C Auftauen bei 30-50°C

Begasung flir 2-5 min

Begasung fiir 2-5 min
(5% COs, 10% 0,, 85% N;)

(5% CO;, 10% O3, 85% Ny)

Inkubation bei 37°C Inkubation bei 37°C

(1-3 h) (1-3 h)
Filtration Filtration
(0.22 um) (0.22 pm)

Zweites Filtrat

Zweites Retentat
Part A

Zweites Filtrat
Part A

l

v

Verwerfen

v

1 Volumenteil
oder mehr

Zweites Retentat

Part B Part B
Verwerfen 1 Volumenteil

oder weniger
hiervon nehmen

hiervon nehmen

\ /

Zusammengeben und mischen

Fig. |  Herstellungsweg eines Kulturmediums aus kommerziell erhiltlichen Komponenten.
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Part A Part B
FCS Adultes Bovines Serum
kduflich nach Klug et al. 1985a
(z.B. 500 mi Serum pro Flasche) (nur 50 ml Serum pro Flasche)

Schnelles Auftauen bei 30-50°C Schnelles Auftauen bei 30-50°C

Portionierung
(in 10 x 50 ml, Glasflaschen)

v

Abkiihlung auf 15-20°C Abkuhlung auf 15-20°C

Filtration
(0.22 pm)

/

Filtration
(0.22 pm)

/

Erstes Retentat

Erstes Filtrat

Erstes Retentat

Erstes Filtrat

Part A Part A Part B Part B
Verwerfen Einfrieren und Verwerfen Einfrieren und

Lagern Lagern
(-22 bis -24°C) (-22 bis -24°C)

Am Versuchstag

ot

Auftauen bei 30-50°C

Am Versuchstag

o

Auftauen bei 30-50°C

Begasung fiir 2-5 min

Begasung fiir 2-5 min
(5% CO,, 10% O, 85% N,)

(5% CO,, 10% O,, 85% N;)

Inkubation bei 37°C Inkubation bei 37°C
(1-3h) (1-3 h)
Filtration Filtration
(0.22 pm) (0.22 pm)

Zweites Retentat
Part A

Zweites Filtrat

Zweites Retentat
Part B

Part A
Verwerfen 1 Volumenteil
oder mehr
hiervon nehmen
Fig. 2

T~

v

Verwerfen

/

Zusammengeben und mischen

Zweites Filtrat
Part B

;

I Volumenteil
oder weniger
hiervon nehmen

Herstellungsweg eines Kulturmediums aus teilweise kiuflichen Komponenten.
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