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(54) Bezeichnung: Verfahren zur Ex-vivo-Kultivierung von Geweben oder embryonalen Organanlagen

(57) Zusammenfassung: Die Erfindung betrifft ein Verfah-
ren zur Ex-vivo-Kultivierung von Geweben oder embryona-
len Organanlagen auf einer Multiwellplatte (1), umfassend
die folgenden Verfahrensschritte:

a) Platzieren jeweils eines oder mehrerer Gewebe oder einer
oder mehrerer embryonaler Organanlagen (6) an oder nahe
der Mitte der kreisférmigen Oberflache des Wellbodens (4)
in einem einzelnen Well (2);

b) Zugabe des kompletten Ndhrmediums (7) in einer Menge,
die fur die vollstdndige Benetzung der kreisférmigen Ober-
flache des Wellbodens (4) notwendig ist; und

¢) Inkubation der/des Gewebe(s) oder der embryonalen Or-
gananlage(n) (6) und des Nahrmediums (7) in kohlendi-
oxidangereicherter feuchter Atmosphéare und einem Tempe-
raturbereich von 35 bis 39°C.

Mit diesem Verfahren kann die/das zu kultivierende Organ-
anlage/Gewebe fixiert und stetig Einfluss auf die Entwicklung
der/des kultivierten Organanlage/Gewebes ausgelbt wer-
den. Das Verfahren erméglicht die genaue Untersuchung
der Frihentwicklung von Organen in vitro. .
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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Ex-vivo-Kultivierung von Geweben oder embryonalen Organ-
anlagen. Mit diesem Verfahren kann die/das zu kultivierende Organanlage/Gewebe fixiert und stetig Einfluss
auf die Entwicklung der/des kultivierten Organanlage/Gewebes ausgelibt werden. Das Verfahren ermdglicht
die genaue Untersuchung der Frithentwicklung von Organen in vitro.

[0002] Die Erfindung ist dem wissenschaftlichen Gebiet der Entwicklung und der experimentellen physiologi-
schen Biologie der embryonalen Organe und Gewebe zugeordnet. Insbesondere die Organkultivierung aus
embryonalen Nierenanlagen erwies sich in der Vergangenheit bei der Untersuchung der Entwicklung der Nie-
renfunktion als sehr wertvoll. Das System wurde verwendet, um die Dynamik der normalen Entwicklung durch
Zeitraffer-Fotografie zu beobachten. Das System erlaubt zudem in grolkem Umfang eine funktionelle Analyse
und wird genutzt, um die Entwicklungsfunktionen spezifischer Molekile durch experimentelle Zugabe von exo-
genen Wachstumsfaktoren, funktionsblockierenden Antikérpern, Oligosacchariden, Drogen, Antisense-Oligo-
nukleotiden und Short-Interfering-RNAs zu untersuchen. Das System wird auch angewendet, um die Zellau-
tonomie von Mutationen bei der Produktion von rekombinanten chimaren Nieren zu priifen.

[0003] Die erste erfolgreiche Technik zur Kultivierung von Saugetiernierenanlagen in vitro ist durch Cliffort
Grobstein: (1953) Nature 172: 869-870; (1953) Science 118: 52-55; (1953) J Exp Zool 124: 383-414 bekannt,
der murine, embryonale Tag 11 (E11)-Metanephren in geronnenem Eulenplasma in ein Medium mit einer
Tyrode-Ldsung, extrahiertem Pferdeserum und Hilhnerembryo gab. Ein wichtiger Fortschritt wurde durch Lauri
Saxén et al.: (1962) J Natl Cancer Inst 29: 597-631; (1966) Int J Cancer 1: 271-290; (1968) Adv Morphog
7: 251-293 in den 1960er Jahren beschrieben, wobei bei der dort angewandten Methode die Notwendigkeit
eines Blutgerinnsels beseitigt wurde und die Kultivierung in einer einfachen, mit Serum angereicherten Earle-
Modifikation von EMEM (Eagle’s Minimum Essential Medium) stattfinden konnte. In dem System nach Lauri
Saxén et al.: (1962) J Natl Cancer Inst 29: 597-631; (1966) Int J Cancer 1: 271-290; (1968) Adv Morphog 7:
251-293 werden die mechanischen Funktionen des Blutgerinnsels durch einen Milliporenfilter ersetzt, auf dem
die Kultivierung der Nierenanlagen erfolgt, wobei der Milliporenfilter durch ein Raster an der Oberflache des
Mediums gehalten wird. Die Anwesenheit der Niere bewirkt infolgedessen, dass die Oberflache des Mediums
um sie herum eine Kriimmung beschreibt. Diese Kriimmung der Oberflache erzeugt nach der Young-Laplace-
Gleichung einen Abwartsdruck

p=a(1/r + 1/r),

wobei r, und r, die Krimmungsradien um die x- und y-Achsen und g die Oberflachenspannung des Mediums
sind.

[0004] Fir einen Radius von 500 ym, was etwa der Tiefe einer frisch praparierten Nierenanlage entspricht,
und unter der Annahme, dass das Medium die Oberflachenspannung von Wasser hat, betragt dieser Druck
etwa 300 Pa und wird sich verringern, je mehr sich die Niere ausbreitet und sich die Radien der Oberflachen-
krimmung des Mediums infolgedessen vergréRern. Dieser Abwartsdruck p hat Einfluss auf die Entwicklung
der Niere. Wenn sich der Filter unterhalb anstatt an der Oberflache des Nahrmediums befindet, so dass das
Medium flach ist und keinen Druck ausibt, entwickelt sich die Nierenanlage nur sehr schlecht. Die Entwicklung
verlauft auch in hangenden Tropfen schlecht, obwohl die Niere, die an die Unterseite des Tropfens sinkt, sich
s0 nahe an gasférmigem Sauerstoff befindet wie es in dem System nach Lauri Saxén et al.: (1962) J Natl
Cancer Inst 29: 597-631; (1966) Int J Cancer 1: 271-290; (1968) Adv Morphog 7: 251-293 der Fall ware.

[0005] Das Verfahren nach Lauri Saxén et al.: (1962) J Natl Cancer Inst 29: 597-631; (1966) Int J Cancer
1: 271-290; (1968) Adv Morphog 7: 251-293 blieb die Standard-Technik fir Nieren-Organkultivierungen und
ist die allgemein Ubliche Methode, die in Labor-Handbiichern (zum Beispiel Davies JA (2010) The embryonic
kidney: isolation, organ culture, immunostaining and RNA interference. Chapter in Mouse Cell Culture Editor —
Ward. A. (Humana Press, ISBN 978-1588297723) gelehrt wird, obwohl die urspriinglichen Milliporenfilter in der
Regel mittlerweile durch Track-Etched-Polycarbonatfilter ersetzt werden. Es gilt jedoch, dass einige Medien die
Experimente mit Wachstumsfaktoren und Antikdrpern teuer gestalten kénnen. Typischerweise werden etwa 3
Milliliter in einer 35 Millimeter Petrischale bendtigt.

[0006] Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass die Arten von Filtern, die das Nierenwachstum am besten
fordern, undurchsichtig sind, was die Phasenkontrast-Beobachtungen von lebenden Kulturen erschwert und
prazise Mikroinjektionen und andere Manipulationen unméglich gestaltet. Aus diesem Grund wurden in jlngs-
ter Zeit einige Versuche unternommen, um alternative Verfahren zu entwickeln. Die haufigste Verwendung
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finden dabei Well-Einsatze, die aus Zylindern bestehen, deren untere Enden mit einem Filter verschlossen
sind, und die 6- oder 24-Well-Kulturplatten aufnehmen kdnnen. Allerdings erfordern selbst diese Well-Einsatze
viele Hunderte von Mikrolitern fiir die Kultivierung. Unvorteilhafterweise werden bei dieser Methode die Nieren
aullerhalb der Reichweite am Boden eines engen Rohres platziert. Nachteilig ist des Weiteren, dass, obwohl
alle Kultivierungssysteme Ureterknospenverzweigung und die Produktion von Nephronen zeigen, in keinem
von ihnen die organotrophe Organisation der Niere in verschiedene kortikale und medulldre Zonen stattfindet.

[0007] Die Aufgabe der Erfindung besteht in der Bereitstellung eines Verfahrens fir die Kultivierung von Or-
ganen oder Geweben, das einerseits Kosten sparend realisierbar ist und das andererseits Sichtbarkeit, insbe-
sondere fir die Phasenkontrast-Mikroskopie, und zudem eine gegenliber herkdbmmlichen Methoden optimierte
Entwicklung der Organe oder Gewebe gewahrleistet.

[0008] Die Aufgabe der Erfindung wird geldst durch ein Verfahren zur Ex-vivo-Kultivierung von Geweben oder
embryonalen Organanlagen auf einer Multiwellplatte, umfassend die folgenden Verfahrensschritte:
a) Platzieren jeweils eines oder mehrerer Gewebe oder einer oder mehrerer embryonaler Organanlagen
an oder nahe der Mitte der kreisférmigen Oberflache des Wellbodens in einem einzelnen Well;
b) Zugabe des kompletten Nahrmediums in einer Menge, die fir die vollstandige Benetzung der kreisfor-
migen Oberflache des Wellbodens notwendig ist; und
¢) Inkubation der/des Gewebe(s) oder der embryonalen Organanlage(n) und des Nahrmediums in kohlen-
dioxidangereicherter feuchter Atmosphéare und einem Temperaturbereich von 35 bis 39°C.

[0009] Erfindungsgeman wird somit eine alternative Kultivierungstechnik bereitgestellt, die als Konzeption die
Nutzung des durch die Oberflachenspannung erzeugten Drucks enthalt und es dariiber hinaus ermdéglicht,
dass Gewebe oder Organe sich auf einem transparenten Substrat in dulRerst geringen Mengen des Mediums
entwickeln. Uberraschenderweise bedarf es fiir diese Kultivierungstechnik auf Multiwellplatten keiner zusatz-
lichen Einbauten. Der Reaktionsraum, den ein Well in einer Multiwellplatte bietet, erwies sich als ideal flr
die Organkultivierung. Die Vorteile der Kultivierung auf Wellplatten bestehen somit in der Vereinfachung der
Handhabung, da speziell bei den Vorbereitungen kein zuvor zu reinigender und zusammenzustellender Aufbau
mehr nétig ist. Dies flhrt zu einer Zeit- und Kostenersparnis.

[0010] Des Weiteren befinden sich auf einer Multiwellplatte mehr Vertiefungen, bezogen auf die eingenom-
mene Flache, als bei der gleichen Anzahl an anderen Ublichen Zellkulturtragern, wie zum Beispiel Petrischa-
len. Die Erfindung stellt ein sehr einfaches Kultivierungsprinzip zur Verfigung, das Gberraschenderweise fir
alle gangigen embryonalen Organe/Gewebe anwendbar ist. Daher erlaubt es die vergleichende und parallele
Kultivierung von unterschiedlichen Geweben/Organen in einer Multiwellplatte. Das erfindungsgemafie Verfah-
ren bietet verbesserte Untersuchungsméglichkeiten im Rahmen eines sogenannten ,Organ Arrays”. Generell
bietet die Kultivierung in Multiwellplatten die Méglichkeit der Automatisierung, speziell bei grolen Ansatzen
(»Screening”). Die Automatisierbarkeit bezieht sich hier sowohl auf die Kultivierung als auch auf die darauffol-
gende Auswertung.

[0011] Vorzugsweise erfolgt die Inkubation der/des Gewebe(s) oder der Organanlage(n) und des Nahrmedi-
ums in feuchter Atmosphére mit 5% Kohlendioxid bei 37°C.

[0012] Es kénnen sowohl Multiwellplatten aus Kunststoff als auch aus Glas beziehungsweise Kombinationen
aus beiden Materialien verwendet werden. Untergriinde, insbesondere Glas und spezielle Kunststoffe, wie sie
bei Multiwellplatten Verwendung finden, und die die Anhaftung von Geweben oder Zellen ermdglichen und
unterstiitzen, sind unumganglich. Bei der Verwendung von Multiwellplatten aus Kunststoff werden bevorzugt
Wellplatten aus Polystyren, Polypropylen, Polycarbonat oder Polyethylen eingesetzt.

[0013] In einer vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung werden die Oberflachen der Multiwellplatten durch
Beschichtung oder Oberflachenbehandlung maodifiziert. Sie kdbnnen mit spezifischen Substraten vorbeschichtet
werden, insbesondere mit Matrixkomponenten. Das Verfahren ist jedoch sowohl bei Multiwellplatten aus Glas
als auch bei Multiwellplatten aus Kunststoff ohne jede weitere Vorbeschichtung erfolgreich durchfihrbar.

[0014] Fir das erfindungsgemafRe Verfahren sind Multiwellplatten der KonfigurationsgréRen 6-Well, 12-Well,
24-Well, 48-Well, 96-Well oder 384-Well bevorzugt geeignet.

[0015] Das Endvolumen des gemessenen kompletten Nahrmediums innerhalb eines Wells ist fir die einzel-

nen Multiwellplattenformate unterschiedlich. Das neuartige System der Kultivierung gemaf der vorliegenden
Erfindung erméglicht es, dass embryonale Organe/Gewebe direkt auf dem Wellboden in nur wenig Nahrme-
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dium kultiviert werden kdnnen. Dabei sind im Folgenden die bevorzugten Multiwellplattenformate den GroRen
der jeweiligen Wellbodenflachen der einzelnen Wells sowie den bevorzugten, daraus resultierenden Nahrme-
diumsvolumina mit méglichen tolerierbaren Abweichungen in tabellarischer Form gegenibergestellt:

Multiwellplattenformat Gr("ZBe der Wellbodenflache in Nahrmediumsvolumen in pl
cm

6 Well 9,6 816 (£ 200)

12 Well 3,9 331,5(x70)

24 Well 1,9 161,5 (x 40)

48 Well 1,0 85 (z 30)

96 Well 0,32 27,2 (£ 10)

384 Well 0,1 8,5(x3)

[0016] Dabei konnten auch mehrere Organanlagen in einem Well kultiviert werden, wobei die fur die Entwick-
lung optimale Anzahl an Organanlagen von der WellgroRe abhdngt. Bevorzugt ist bei 48-Wellplatten mit einer
Wellbodenflache von je einem Quadratzentimeter die Kultivierung genau einer Organanlage in einem Well. Bei
Wellplatten mit groReren Wells, zum Beispiel 6- oder 12-Well-Platten, steigt die Anzahl der Organanlagen, die
unter optimalen Entwicklungsbedingungen gleichzeitig in einem Well kultiviert werden kénnen.

[0017] In einer besonders vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung sind die Welloberflachen mit spezifischen
Substraten, wie zum Beispiel Proteinen, vorbeschichtet.

[0018] Als Nahrmedium wird vorzugsweise Eagle’s Minimal Essentielles Medium (EMEM) mit Earle-Salzen
(GIBCO) und nicht-essentiellen Aminosauren, mit 10% fotalem Kalberserum (Biochrom) und 1% Antibiotika
(Penicillin/Streptomycin; Sigma) verwendet. Das neue Verfahren erméglicht einen Kultivierungszeitraum von
mindestens zehn Tagen. Es ist jedoch auch moglich, jeweils andere geeignete Nahrmedien fir die unterschied-
lichen Gewebe beziehungsweise Organe zu verwenden.

[0019] Es zeigt sich, dass die erfindungsgemale Entwicklungsmethode von Organen, insbesondere Nieren,
den herkébmmlichen Methoden Uberlegen ist. Mit Hilfe des erfindungsgemafRen Verfahrens kbnnen embryonale
Organe, insbesondere Maus-Nieren, fir mehrere Tage mit einer geringen Menge eines Nahrmediums ex vivo
auf Multiwellplatten kultiviert werden. Bei der Kultivierung in geringen Mengen von Nahrmedium entwickeln sich
die Organanlagen Uberraschenderweise gut in den Wells. Bei den Nieren wird das besonders deutlich, wenn
die Oblichen Kennzahlen, wie Gesamtflache, Nephronenanzahl und Verzweigungsgrad der Ureterknospe, mit
den Ergebnissen von Standard-Methoden aus dem Stand der Technik verglichen werden. Zusatzlich zeigen
die Nieren, ebenfalls Oberraschenderweise, eine korrekte kortikal-medullare Zonierung.

[0020] Weitere Vorteile des erfindungsgemalien Verfahrens bestehen, wie bereits erwahnt, unter anderem
in der Sichtbarkeit. So ist bei Verwendung von Multiwell-Platten aus Glas die Beobachtung bei hellem Licht
und Zeitraffer-Fotografie (allgemein Mikroskopie) in hoher Aufldsung ohne jegliche Interferenz mit dem Kultur-
Oberflachenmaterial méglich. Daher sind Multiwellplatten mit Glasboden bezlglich der Auswertung der Kulti-
vierungen vorteilhaft.

[0021] Des Weiteren ermdglicht das Verfahren, wie bereits erwahnt, eine Reduzierung der Menge an Nahr-
medium. Das ist besonders wichtig in Fallen, bei denen zum Beispiel teure Zusatzmittel verwendet werden
mussen. Aullerdem sind nun auch langere Kultivierungszeitrdume mdglich, mindestens zehn Tage. Schliel3-
lich bestehen die Vorteile des erfindungsgemafien Verfahrens in einer einfachen Handhabung und geringen
Kosten. Mit dem erfindungsgemalen Verfahren, das auf Multiwellplatten stattfindet, kann eine Vielzahl von
Geweben und Organen gleichzeitig und Platz sparend kultiviert werden.

[0022] Die neue erfindungsgemale. Technik bietet somit erhebliche Vorteile wirtschaftlicher Natur und be-
ziglich der Realisierbarkeit der Entwicklung gegeniiber herkdmmlichen Methoden.

[0023] Weitere Einzelheiten, Merkmale und Vorteile der Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden Be-
schreibung von Ausflhrungsbeispielen mit Bezugnahme auf die zugehdrigen Zeichnungen. Es zeigen:

[0024] Fig. 1: experimentelle Vorrichtungen flr eine GroRvolumen-Kultivierung, Stand der Technik;
darin enthalten:
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[0025] Fig. 1a: eine GroRvolumen-Kultivierung auf einer Membran eines Trowell-Gitters, Stand der Technik;

[0026] Fig. 1b: eine GroRvolumen-Kultivierung auf einer Membran an der Unterseite eines Well-Einsatzes,
Stand der Technik;

Multiwellplatte in der Seitenansicht;

[0028] Fig. 3: eine weitere vereinfachte Darstellung eines Niedrigvolumen-Kultivierungsverfahrens in einem
Well einer Multiwellplatte in der Seitenansicht mit Druckpfeilen und Pfeilen fir die Hauptrichtung der Versor-
gung mit dem Nahrmedium;

[0029] Fig.4: eine detaillierte schematische Darstellung der Richtungen der Versorgung mit dem Nahrmedium
und von wirkenden Kraften bei der Niedrigvolumen-Kultivierung;

Nephronen darin und der Zahl der Ureterverzweigungen vom Volumen des Nahrmediums;

[0033] Fig. 6A: eine mikroskopische Hellfeldaufnahme einer auf einer Multiwellplatte kultivierten Nierenanla-
ge,

gen;

[0035] Fig. 8C: eine mikroskopische Hellfeldaufnahme einer auf einer Multiwellplatte kultivierten Leber;
[0036] Fig. 6B: eine mikroskopische Hellfeldaufnahme eines auf einer Multiwellplatte kultivierten Darms;
[0037] Fig. 8E: eine mikroskopische Hellfeldaufnahme eines auf einer Multiwellplatte kultivierten Herzens;
[0038] Fig. &6F: eine mikroskopische Hellfeldaufnahme von auf einer Multiwellplatte kultivierten Schilddriisen;

[0039] Fig. 8G: eine mikroskopische Hellfeldaufnahme von einer auf einer Multiwellplatte kultivierten Vorder-
hirnhéalftenanlage;

gen;

[0041] Fig. &I: eine mikroskopische Hellfeldaufnahme von einer auf einer Multiwellplatte kultivierten Magen-
anlage;

und
[0044] Fig. 6L: eine mikroskopische Hellfeldaufnahme von auf einer Multiwellplatte kultivierten FuBanlagen.

[0045] Die Fig. 1 zeigt zwei verschiedene experimentelle Vorrichtungen a und b fiir GroRvolumen-Kultivie-
rungsverfahren nach dem Stand der Technik, die in Zellkulturschalen stattfinden, welche mit einem Nahrme-
dium gefillt sind, in Fig. 1 dargestellt als gepunktete Flachen innerhalb der Zellkulturschalen. Dabei weist die
Vorrichtung a ein mittig innerhalb der Zellkulturschale positioniertes Trowell-Gitter auf, an dessen Oberseite
sich eine Membran befindet, auf der wiederum embryonale Organanlagen platziert sind. Die Vorrichtung b
weist dagegen eine entsprechende Membran fir die embryonalen Organanlagen an der Unterseite eines Well-
Einsatzes innerhalb der Zellkulturschale auf. Die Organanlagen sind in Fig. 4 in den Vorrichtungen a und b
jeweils als kleine Kreise dargestellt.
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[0046] Das Kultivierungsverfahren nach dem Stand der Technik wurde folgendermalien durchgefihrt: Meta-
nephrische Anlagen und Lungenanlagen wurden aus Embryonen von NMRI- oder CD-Mausen am Tag E 11.5
isoliert. Der Morgen des Erscheinens des Vaginalpfropfs wurde genommen, um E 0.5 (halber Tag) zu erfllen.
Nieren wurden gesammelt, um sie nach dem Zufallsprinzip zu kontrollieren oder experimentellen Gruppen
zuzuordnen. Fir eine konventionelle Kultivierung wurden die Organanlagen auf einem Polycarbonat-Filter mit
Drei-Mikrometer-Porenweite an der Unterseite eines Well-Einsatzes in einer Sechs-Well-Platte von Corning®
und Costar® platziert. Die Ebene des Nahrmediums wurde so eingestellt, dass die Oberseite des Filters und
damit der Niere gerade benetzt, aber nicht tief in das Nahrmedium getaucht war. Als Nahrmedium wurden
EMEM (Eagle’s Minimal Essentielles Medium) mit Earle-Salzen (GIBCO) und nicht-essentielle Aminosauren
mit 10% fotalem Kalberserum (Biochrom) und mit 1% Antibiotika (Penicillin/Streptomycin; Sigma) verwendet.

rung eines Niedrigvolumen-Kultivierungsverfahrens in der Seitenansicht. Fir die Niedrigvolumen-Kultivierung
wurde jeweils ein Well einer 48-Well-Platte der Firma Greiner Bio-One GmbH aus Kunststoff mit einer ringfor-
migen Wellwandung 3 verwendet (Greiner-Well). Die ringférmige Wellwandung 3 ist senkrecht auf den Well-
boden 4 der 48-Well-Platte aufgesetzt. Das untere Ende der Wellwandung 3 schlie3t auf dem Wellboden 4
somit eine kreisférmige Flache 5 ein.

[0048] An oder in der Nahe der Mitte der kreisférmigen Flache 5 wurden die jeweils zu. kultivierenden Organ-
anlagen 6 platziert. Das bei diesem Pipettierschritt Gibertragene Medium wurde entfernt und durch das End-
volumen (70 bis 200 pul) des gemessenen kompletten Nahrmediums 7 ersetzt, wobei sichergestellt werden
musste, dass die vollstandige eingeschlossene kreisformige Flache 5 des Wellbodens 4 benetzt war. Alle Kul-
tivierungen wurden in feuchter Atmosphare mit 5% Kohlendioxid bei 37°C inkubiert. Das Nahrmedium 7 wurde
aller zwei Tage ausgewechselt.

[0049] E11.5-Nierenanlagen 6 wurden, wie bereits beschrieben, ungefahr an der Mitte der kreisformigen Fla-
che 5 des Wellbodens 4 einer 48-Well-Platte in definierten Volumina des Nahrmediums 7 kultiviert, namlich
in 85 pl. Volumina von weniger als 70 pl erwiesen sich als unzureichend, um die ganze kreisférmige Flache 5
zu benetzen. Die Volumina an Nahrmedium 7 wurden demnach so ausgewahlt, dass das Nahrmedium 7 den
Wellboden 4 ausreichend benetzten und das jeweilige Organ 6 einem Druck durch die Oberflaichenspannung
aussetzten, wie es in Fig. 3 durch die nach unten gerichteten Druckpfeile 8 dargestellt ist. Die Pfeile 9 zeigen
die Hauptrichtung der Versorgung mit dem Nahrmedium 7 an.

Nahrmedium 7 und von wirkenden Kraften bei der Niedrigvolumen-Kultivierung. Dabei zeigen, wie bereits
erwahnt, die Pfeile 9 die Hauptrichtung der Versorgung mit dem Nahrmedium 7 an, wahrend der Druckpfeil
8 die auf die Organanlage 6 wirkende Haupt-Oberflichenspannungskraft skizziert, die senkrecht nach unten
wirkt. Der Pfeil 10 stellt jeweils die Hauptausbreitungsrichtung/-kraft des wachsenden Organs dar, die sich
beidseitig waagerecht ausbreitet.

[0051] Die Fig. 5a und die Fig. 8b zeigen die Entwicklung von Nierenanlagen, die einerseits durch konventio-
nelle Verfahren und andererseits durch Niedrigvolumenverfahren durchgefihrt wurden, wobei die Auswertung
durch Phasenkontrast-Mikroskopie, durch Immunfarbung und durch Messung der Gesamtoberflache, der An-
zahl der gebildeten Ureterknospenzweigenden und der Anzahl der gebildeten Nephronen erfolgte. Die Fotos
des Niedrigvolumenverfahrens entstammen Aufnahmen aus einem Niedrigvolumenverfahren in einer speziel-
len Niedrigvolumenvorrichtung, in der ein Silikonring innerhalb einer Zellkulturschale auf einem Glasdeckplatt-
chen unter Ausbildung einer kreisférmigen Bodenflache fiir die Kultivierung aufgesetzt ist. Die Fig. 3a, Fig. 5b
und Fig. 8¢ dienen lediglich dazu, allgemein die Vorteile eines Niedrigvolumenverfahrens gegeniiber konven-
tionellen Verfahren herauszustellen. Fir das erfindungsgemafie Niedrigvolumenverfahren sind im Gegensatz
zu dem geman den Fig. a und Fig. 5b durchgefihrten Niedrigvolumenverfahren jedoch keine speziellen Ein-
satze erforderlich. Uberraschenderweise verlauft das erfindungsgemaRe Niedrigvolumenverfahren auch fiir
andere embryonale Organanlagen aufier den Nierenanlagen erfolgreich.

[0052] Die Nieren hatten zunachst zwei Ureterknospenzweigenden und keine Nephronen, wie fur E11.5 er-
unden lang kultivierten embryor-{é-léhwl-\-/-lausnieren mit Hilfe des Niedrigvolumen-Kultivierungssystems A bei 85
ul, des Kultivierungssystems B bei 120 pl und des Kultivierungssystems C bei 200 pl Nahrmediumsvolumen
zeigt. In einem weiteren Kultivierungssystem D wird eine unter bisher nach dem Stand der Technik dblichen
Bedingungen auf Filtermaterial kultivierte embryonale Niere als Vergleichsniere zur Kontrolle gezeigt.
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[0053] Die Fig. 3b beschreibt mikroskopische Fluoreszenzaufnahmen von den selbigen, fir 96 Stunden kul-
tivierten embryonalen Mausnieren mit Hilfe des Niedrigvolumen-Kultivierungssystems A' bei 85 pl, des Kulti-
vierungssystems B' bei 120 yl und des Kultivierungssystems C' bei 200 pyl Nahrmediumsvolumen.

[0054] Beim Kultivierungssystem D' wird eine unter bisher blichen Bedingungen in einer konventionellen
Nieren-Organkultur auf Filtermaterial Giber 96 Stunden lang kultivierte embryonale Niere als Vergleichsniere
zur Kontrolle gezeigt. In der Fig. &k sind helle Strukturen, die verzweigte Ureterknospen darstellen, Giber eine
Antikérperfarbung von dem Markerprotein Calbindin sichtbar gemacht. Dunklere kugelférmige Strukturen, die
wiederum sich entwickelnde Nephrone illustrieren, werden durch eine Antikdrperfarbung des Markerproteins

D28K, und den Marker 12, Laminin, als Marker sowohl fiir die Nephronen als auch die Ureterknospen.

[0055] Vergleichsnieren, die durch eine konventionelle Methode nach Trowell kultiviert wurden, siehe Fig. Sa,
(Mittelwert = 23.4, Standardabweichung vom Mittelwert = 16, bei Minimum an Nieren = 43) entwickeln und viele
frihe, sich entwickelnde Nephronen (Mittelwert = 20.2, Standardabweichung vom Mittelwert = 16, bei Minimum
an Nieren = 43), die nach ihrer Form und durch ihre lamininreichen Basalmembranen und das Fehlen einer
Calbindin-Farbung identifizierbar waren, zeigen. Nieren, die in einer Niedrigvolumenvorrichtung innerhalb von
Silikonringen in grolen Mengen Nahrmedium, zum Beispiel in 200 pl, auf Glas gebildet wurden, siehe Fig. Ea,

und die Zahl der Ureterverzweigungen vom Volumen des Nahrmediums darstellt. Die Fehlerbalken zeigen die
Standardabweichung vom Mittelwert und reprasentieren ein Minimum von 49 Nieren; jeder Zeitpunkt unter-
scheidet sich signifikant (p < 0,01) von allen anderen.

[0056] Beim optimalen Volumen von 85 pl bedecken Nierenanlagen deutlich mehr Gesamtoberflache, namlich
42% mehr als die der Vergleichsnieren, wobei sie 46% mehr Ureterknospenenden und 81% mehr Nephronen
produzieren. Die Variabilitdt zwischen den Nieren wurde ebenfalls reduziert. Die normalisierten Standardab-
weichungen bei den Messungen der Gesamtoberflache, der Zweiganzahl und der Anzahl der Nephronen be-
trugen etwa vier Funftel von den jeweiligen Werten fir die Vergleichsnieren.

[0057] Die Zugabe von 500 pl Nahrmedium zu den Nierenanlagen, die bereits fir einen Tag in 85 pl kultiviert
wurden, hat zur Folge, dass die Nieren abrunden und sich nicht mehr gut entwickeln. Die Auswirkungen des
niedrigen Nahrmediums, ob zuriickzufihren auf den Druck der Oberflachenspannung oder andere Einflisse,
sind demzufolge kontinuierlich erforderlich und nicht nur dazu geeignet, zu Beginn der Kultivierung die Niere
an der Bodenoberflache (Glas) zu befestigen.

[0058] Das erfindungsgemale Verfahren wird auf Multiwellplatten durchgefihrt und erméglicht eine Niedrig-
volumenkultivierung verschiedener Organanlagen.

Firma NUNC GmbH & Co.KG mit einer Bodenflache von 1 cm? pro Well bei 85 pl Nahrmedium fiir fiinf Tage
kultiviert. Das Material der 48-Wellplatte war Polystyren.

[0060] Die Niere und alle im Folgenden beschriebenen Organe, die in den Fig. 88 bis Fig. &L gezeigt sind,
wurden am Tag 11,5 der Schwangerschaft aus dem Embryo isoliert. Die in den Fig. 68 bis Fig. 6L abgebildeten
Organe wurden auf Kunststoff-Multiwellplatten der Firma Greiner Bio-One GmbH kultiviert.

Nahrmedium fir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten feuchten Atmosphare
kultiviert wurde.

bei 85 pl Nahrmedium fir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten feuchten
Atmosphare kultiviert wurde.
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[0063] Die Fig. 803 zeigt einen Darm, der aus embryonalen Mausdarmanlagen in einem Well einer 48-Well-
platte bei 85 pl Nahrmedium fiir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten feuch-
ten Atmosphare kultiviert wurde.

[0064] Die Fig. 6E zeigt ein Herz, das aus embryonalen Mausherzanlagen in einem Well einer 48-Wellplatte
bei 85 pl Nahrmedium fir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten feuchten
Atmosphare kultiviert wurde.

[0065] Die Fig. 8F zeigt Schilddriisen, die aus den embryonalen Schilddrisenanlagen von Mausen in einem
Well einer 48-Wellplatte bei 85 pl Nahrmedium fir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid
angereicherten feuchten Atmosphare kultiviert wurden.

[0066] Die Fig. &G zeigt eine Vorderhirnhalfte, die aus entsprechenden embryonalen Anlagen von Mausen in
einem Well einer 48-Wellplatte bei 85 pl Nahrmedium fir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid
angereicherten feuchten Atmosphare kultiviert wurde.

[0067] Die Fig. 6H zeigt Hodenanlagen einer mannlichen Maus, die in einem Well einer 48-Wellplatte bei 85 pl
Nahrmedium fiir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten feuchten Atmosphare
kultiviert wurden.

[0068] Die Fig. &1 zeigt einen Magen, der aus embryonalen Mausmagenanlagen in einem Well einer 48-
Wellplatte bei 85 pl Nahrmedium fiir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten
feuchten Atmosphare kultiviert wurde.

[0069] Die Fig. 84 zeigt Nasenanlagen einer Maus, die in einem Well einer 48-Wellplatte bei 85 pl Nahrmedium
fir 48 Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten feuchten Atmosphare kultiviert
wurden.

[0070] Die Fig. 6K zeigt Augenanlagen einer Maus, die in einer 48-Wellplatte bei 85 pl Nahrmedium fiir 48
Stunden lang bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten feuchten Atmosphare kultiviert wurden.

bei 85 pl Nahrmedium bei 37°C in einer mit 5% Kohlendioxid angereicherten feuchten Atmosphare kultiviert
wurden.

Bezugszeichenliste

Multiwellplatte

einzelnes Well

Wellwandung

Wellboden

kreisférmige Flache, Wellbodenflache
Organanlage, Nierenanlage, Niere, Organ
Nahrmedium

Druckpfeile

Pfeil (fir die Hauptrichtung der Nahrmediumversorgung)
10  Pfeil (fir die Hauptausbreitungsrichtung/-kraft)
1 Ureterknospen-Marker

12  (Laminin-)Marker
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Patentanspriiche

1. Verfahren zur Ex-vivo-Kultivierung von Geweben oder embryonalen Organanlagen auf einer Multiwell-
platte (1), umfassend die folgenden Verfahrensschritte:
a) Platzieren jeweils eines oder mehrerer Gewebe oder einer oder mehrerer embryonaler Organanlagen (6)
an oder nahe der Mitte der kreisformigen Oberflache des Wellbodens (4) in einem einzelnen Well (2);
b) Zugabe des kompletten Nahrmediums (7) in einer Menge, die fir die vollstandige Benetzung der kreisfor-
migen Oberflache des Wellbodens (4) notwendig ist; und
¢) Inkubation der/des Gewebe(s) oder der embryonalen Organanlage(n) (6) und des Nahrmediums (7) in koh-
lendioxidangereicherter feuchter Atmosphare und einem Temperaturbereich von 35 bis 39°C.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Inkubation der/des Gewebe(s) oder der
Organanlage(n) (6) und des Nahrmediums (7) in feuchter Atmosphéare mit 5% Kohlendioxid bei 37°C erfolgt.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Multiwellplatte (1) aus Kunststoff
und/oder Glas besteht.

4. Verfahren nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, dass der Kunststoff fir die Multiwellplatte (1) Po-
lystyren, Polypropylen, Polycarbonat oder Polyethylen ist.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Oberflachen der Multi-
wellplatten (1) modifiziert sind.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet, dass als Multiwellplatten (1) der
KonfigurationsgroRen 6-Well, 12-Well, 24-Well, 48-Well, 96-Well oder 384-Well eingesetzt werden.

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, dass fiir die Wells (2) der unterschiedlichen Well-
plattenformate mit den entsprechenden Wellbodenflachen (5) folgende Volumina/Volumenbereiche an Nahr-
medium (7) vorgesehen sind:

Multiwellplattenformat Gr("ZBe der Wellbodenflache (5) in  Nahrmediumsvolumen in pl
cm

6 Well 9,6 816 (= 200)

12 Well 3,9 331,5(x70)

24 Well 1,9 161,5 (£ 40)

48 Well 1,0 85 (+ 30)

96 Well 0,32 27,2 (x10)

384 Well 0.1 8,5(+3)

8. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass als Nahrmedium (7) Eagle’s
Minimal Essentielles Medium (EMEM) mit Earle-Salzen (GIBCO) und nicht-essentiellen Aminosauren, mit 10%
fotalem Kalberserum (Biochrom) und 1% Antibiotika (Penicillin/Streptomycin; Sigma) verwendet wird.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass der Kultivierungszeitraum
mindestens zehn Tage betragt.

Es folgen 19 Blatt Zeichnungen
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