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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Ex-
vivo-Kultivierung von Geweben oder embryonalen
Organanlagen. Diese Vorrichtung ermdglicht unter
anderem die genaue Untersuchung der Frihentwick-
lung von Organen in vitro.

[0002] Die Erfindung ist dem wissenschaftlichen Ge-
biet der Entwicklung und der experimentellen phy-
siologischen Biologie der embryonalen Organe und
Gewebe zugeordnet. Insbesondere die Organkulti-
vierung aus embryonalen Nierenanlagen erwies sich
in der Vergangenheit bei der Untersuchung der Ent-
wicklung der Nierenfunktion als sehr wertvoll. Das
System wurde verwendet, um die Dynamik der nor-
malen Entwicklung durch Zeitraffer-Fotografie zu un-
tersuchen. Das System erlaubt zudem in grofRem
Umfang eine funktionelle Analyse und wird genutzt,
um die Entwicklungsfunktionen spezifischer Mole-
kile durch eine experimentelle Zugabe von exoge-
nen Wachstumsfaktoren, funktionsblockierenden An-
tikdrpern, Oligosacchariden, Drogen, Antisense-Oli-
gonukleotiden und Short-Interfering-RNAs zu unter-
suchen. Das System wird auch angewendet, um die
Zellautonomie von Mutationen bei der Produktion von
rekombinanten chiméren Nieren zu priifen.

[0003] Die erste erfolgreiche Technik zur Kultivie-
rung 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 Hlhnerembryo 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 an-
gewandten Methode die Notwendigkeit eines Blutge-
rinnsels beseitigt wurde und die Kultivierung in ei-
ner ,einfachen, mit Serum angereicherten Earle-Mo-
difikation von EMEM (Eagle's Minimum Essential Me-
dium) stattfinden konnte. In dem System nach Lau-
ri Saxén et al.: (1962) J Natl Cancer Inst 29: 597—-
631; (1966) Int J Cancer 1: 271-290; (1968) Adv Mor-
phog 7: 251-293 werden die mechanischen Funk-
tionen des Blutgerinnsels durch einen Milliporenfil-
ter ersetzt, auf dem die Kultivierung der Nierenanla-
gen erfolgt, wobei der Milliporenfilter durch ein Ras-
ter an der Oberflache des Mediums gehalten wird.
Die Anwesenheit der Niere bewirkt infolgedessen,
dass die Oberflache des Mediums um sie herum eine
Krimmung beschreibt. Diese Krimmung der Ober-
flache erzeugt nach der Young-Laplace-Gleichung
einen Abwartsdruck.

p=a(l/r + 1),
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wobei r, und r, die Krimmungsradien um die x- und
y-Achsen und o die Oberflachenspannung des Medi-
ums sind.

[0004] Fir einen Radius von 500 ym, was etwa
der Tiefe einer frisch praparierten Nierenanlage ent-
spricht, 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 Radi-
en der Oberflachenkrimmung des Mediums infolge-
dessen vergrofern. Dieser Abwartsdruck p hat Ein-
fluss auf die Entwicklung der Niere. Wenn sich der
Filter unterhalb anstatt an der Oberflache des Nahr-
mediums befindet, so dass das Medium flach ist und
keinen Druck ausiibt, entwickelt sich die Nierenanla-
ge nur sehr schlecht. Die Entwicklung verlauft auch
in hdngenden Tropfen schlecht, obwohl die Niere, die
an die Unterseite des Tropfens sinkt, sich so nahe an
gasférmigem Sauerstoff befindet wie es in dem Sys-
tem 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 Can-
cer 1: 271-290; (1968) Adv Morphog 7: 251-293
blieb die Standard-Technik fir Nieren-Organkultivie-
rungen und ist die allgemein Ubliche Methode, die in
Labor-Handbtichern (zum Beispiel Davies JA (2010)
The embryonic kidney: isolation, organ culture, im-
munostaining and RNA interference. Chapter in Mou-
se Cell Culture Editor — Ward. A. (Humana Press,
ISBN 978-1588297723) gelehrt wird, obwohl die ur-
springlichen Milliporenfilter in der Regel mittlerwei-
le durch Track-Etched-Polycarbonatfilter ersetzt wer-
den. Es gilt jedoch, dass einige Medien die Experi-
mente mit Wachstumsfaktoren und Antikérpern teu-
er gestalten kdnnen. 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 bes-
ten férdern, undurchsichtig sind, was die Phasen-
kontrast-Beobachtungen von lebenden Kulturen er-
schwert und prazise Mikroinjektionen und andere Ma-
nipulationen unmaoglich gestaltet. Aus diesem Grund
wurden in jlingster Zeit einige Versuche unternom-
men, um alternative Verfahren beziehungsweise Vor-
richtungen zu entwickeln. Am haufigsten Verwen-
dung finden dabei Well-Einsatze, die aus Zylindern
bestehen, deren untere Enden mit einem Filter ver-
schlossen sind und die 6- oder 24-Well-Kulturplatten
aufnehmen koénnen. Allerdings erfordern selbst die-
se Well-Einsatze viele Hunderte von Mikrolitern fir
die Kultivierung. Unvorteilhafterweise werden bei die-
ser Methode die Nieren aullerhalb der Reichweite
am Boden eines engen Rohres platziert. Nachteilig
ist des Weiteren, dass, obwohl alle Kultivierungssys-
teme Ureterknospenverzweigung und die Produktion
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von Nephronen zeigen, in keinem von ihnen die or-
ganotrophe Organisation der Niere in verschiedene
kortikale und medullare Zonen stattfindet.

[0007] Die Aufgabe der Erfindung besteht in der
Bereitstellung einer Vorrichtung fur die Kultivierung
von Organen und Geweben, die einerseits ein Kos-
ten sparendes Verfahren ermdglicht und die ande-
rerseits die Sichtbarkeit, insbesondere flir die Pha-
senkontrast-Mikroskopie, und zudem eine gegenlber
herkdmmlichen Methoden optimierte Entwicklung der
Organe und Gewebe gewahrleistet.

[0008] Die Aufgabe der Erfindung wird geldst durch

eine Vorrichtung zur Ex-vivo-Kultivierung von Gewe-

ben oder embryonalen Organanlagen, umfassend:
— eine Zellkulturschale mit auf dem Boden aufge-
legten Glasdeckpléttchen;
— einen sterilen Ring, der auf dem Glasdeckplatt-
chen unter Ausbildung einer inneren kreisférmi-
gen Flache und eines duferen Abschnitts zwi-
schen dem Ring und der Wand der Zellkulturscha-
le aufgesetzt ist, wobei der Platz an oder nahe der
Mitte der kreisférmigen Flache auf dem Glasdeck-
plattchen flr die zu kultivierenden Gewebe oder
embryonalen Organanlagen und die durch den
sterilen Ring eingeschlossene kreisférmige Fla-
che des Glasdeckplattchens fiir die Zugabe des
kompletten Nahrmediums in einer Menge, die flr
die vollstandige Benetzung dieser Flache notwen-
dig ist, vorgesehen sind.

[0009] Gemal der Konzeption der Erfindung kénnen
in einer solchen erfindungsgemafien Vorrichtung Ge-
webe oder embryonale Organanlagen, zum Beispiel
Nierenanlagen, auf Glasdeckplattchen, die leicht mit
definierten Substraten, insbesondere Matrixkompo-
nenten, beschichtet werden kénnen, wachsen. In ei-
ner bevorzugten Ausgestaltung der Erfindung weist
der sterile Ring die Form eines enthaupteten Kegels
auf, dessen kleineres Ende eine kreisférmige Flache
definiert, wenn dieses kleinere Ende auf dem Glas-
deckplattchen platziert wird. Vorzugsweise besteht
der sterile Ring aus Silikon. Der aulere Raumab-
schnitt zwischen der AulRenseite des Rings und der
Wand der Zellkulturschale, in der das Glasdeckplatt-
chen platziert ist, kann vorteilhafterweise mit steri-
ler phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gefilllt wer-
den, um einen geeigneten Wasserdampfdruck in der
Luftumgebung oberhalb des Nahrmediums zu hal-
ten, wenn die Inkubation der Organanlage und des
Nahrmediums in feuchter kohlendioxidangereicher-
ter Atmosphare, vorzugsweise mit 5% Kohlendioxid,
erfolgt. Der geeignete Temperaturbereich liegt zwi-
schen 35 und 39°C, wobei eine Temperatur von 37°C
bevorzugt wird.

[0010] In einer Ausfiihrung der erfindungsgemalien
Vorrichtung ist das kleinste Ende des sterilen Rings
durch einen Kreis von 1 cm? definiert. Das Endvo-
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lumen des gemessenen kompletten Nahrmediums
liegt fir diese Ausflhrungsform in einem Bereich von
70 bis 200 ul. Das neuartige System der Kultivie-
rung gemaf der vorliegenden Erfindung erméglicht
es somit, dass Gewebe oder embryonale Organan-
lagen (hier Nierenanlagen) direkt auf Glasdeckplatt-
chen in nur wenig Nahrmedium, bevorzugt in 85 pl
Nahrmedium, kultiviert werden kénnen. In einer be-
sonders vorteilhaften Ausgestaltung der Erfindung
sind die Glasdeckplattchen mit spezifischen Substra-
ten, insbesondere Matrixkomponenten, vorbeschich-
tet. Zu diesen Beschichtungen zéhlen unter anderem
Proteine, die vorzugsweise nach einer Vorbeschich-
tung mit einem Maleinsaureanhydrid-Copolymer als
Haftvermittier zwischen dem Protein und dem Glas-
deckplattchen auf dem Glasdeckplattchen aufgetra-
gen sind. Vor der Vorbeschichtung mit Maleinsau-
reanhydrid-Copolymer wird auf das gereinigte Glas
zunachst ein Aminosilan gegeben, das die Verbin-
dung zwischen dem Glas und dem eigentlichen Co-
polymer herstellt. Als Nahrmedium kann vorzugswei-
se Eagle's Minimal Essentielles Medium (EMEM) mit
Earie-Salzen (GIBCO) und nicht-essentielle Amino-
sduren mit 10% fétalem Kalberserum (Biochrom) und
1% Antibiotika (Penicillin/Streptomycin; Sigma) ver-
wendet werden. Die neue Vorrichtung ermdglicht ei-
nen Kultivierungszeitraum von mindestens zehn Ta-
gen.

[0011] Erfindungsgemall wird somit eine alternati-
ve Vorrichtung fir eine Kultivierungstechnik bereit-
gestellt, die als Konzeption die Nutzung des durch
die Oberflachenspannung erzeugten Drucks enthalt
und es darlber hinaus erméglicht, dass Organe sich
auf einem transparenten Substrat in auRerst geringen
Mengen des Mediums entwickeln.

[0012] Es zeigt sich, dass die Methode flr die Ent-
wicklung von Geweben oder embryonalen Organan-
lagen, insbesondere Nieren, in einer erfindungsge-
maBlen Vorrichtung den herkémmlichen Methoden
Uberlegen ist. Mit Hilfe des durch die erfindungsge-
male Vorrichtung durchfiihrbaren Verfahrens kon-
nen Gewebe oder embryonale Organanlagen, ins-
besondere Maus-Nieren, fir mehrere Tage auf Glas
mit einer geringen Menge eines Nahrmediums ex vi-
vo kultiviert werden. Bei der Kultivierung in geringen
Mengen des Nahrmediums entwickeln sich die Or-
gananlagen Uberraschenderweise gut auf Glas. Bei
den Nieren wird das besonders deutlich, wenn die (b-
lichen Kennzahlen, wie Gesamtflache, Nephronen-
anzahl und Verzweigungsgrad der Ureterknospe, mit
den Ergebnissen von Standard-Methoden aus dem
Stand der Technik verglichen werden. Zusatzlich zei-
gen die Nieren, ebenfalls lberraschenderweise, eine
korrekte kortikal-medullare Zonierung.

[0013] Weitere Vorteile eines in der erfindungsge-
maBlen Vorrichtung durchgeflhrten Verfahrens be-
stehen, wie bereits erwahnt, unter anderem in der
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verbesserten Sichtbarkeit. So ist durch die Vorrich-
tung die Beobachtung durch Hellfeldmikroskopie und
Zeitraffer-Fotografie (allgemein Mikroskopie) in hoher
Aufldsung ohne jegliche Interferenz mit dem Kultur-
Oberflachenmaterial moglich. Des Weiteren ermdg-
licht die Vorrichtung eine Reduzierung der Menge
an Nahrmedium. Das ist besonders wichtig in Fallen,
bei denen zum Beispiel teure Zusatzmittel verwendet
werden missen.

[0014] Aufierdem sind mit der Vorrichtung nun auch
langere Kultivierungszeitrdume mdoglich, das heildt
mindestens zehn Tage. Schliellich bestehen die Vor-
teile der erfindungsgemaRen Vorrichtung in einer ein-
fachen Handhabung und geringen Kosten.

[0015] Die neue erfindungsgemale Vorrichtung bie-
tet somit erhebliche Vorteile wirtschaftlicher Natur
und bezliglich der Realisierbarkeit der Entwicklung
gegenUber herkdbmmlichen Vorrichtungen.

[0016] Weitere Einzelheiten, Merkmale und Vorteile
der Erfindung ergeben sich aus der nachfolgenden
Beschreibung von Ausfiihrungsbeispielen mit Bezug-
nahme auf die zugehdrigen Zeichnungen. Es zeigen:

[0017] Fig. 1: experimentelle Vorrichtungen fir eine
GrofRvolumen-Kultivierung, Stand der Technik; darin
enthalten:

[0018] Fig. 1a: eine GroRvolumen-Kultivierung auf
einer Membran eines Trowell-Gitters; Stand der
Technik;

[0019] Fig. 1b: eine GroRvolumen-Kultivierung auf
einer Membran an der Unterseite eines Well-Einsat-
zes; Stand der Technik;

[0020] Fig. 2: eine Vorrichtung fir ein Niedrigvolu-
men-Kultivierungsverfahren in der Seitenansicht;

Niedrigvolumen-Kultivierungsverfahrens in einer er-
findungsgemafien Vorrichtung;

lung der Richtungen der Versorgung mit dem Nahr-
medium und von wirkenden Kréften bei der Niedrig-
volumen-Kultivierung;

[0023] Fig. 5: eine fotografische Abbildung der Vor-
richtung fur das Niedrigvolumen-Kultivierungsverfah-
ren in der Draufsicht;

[0024] Fig. 6a: Ergebnisse der Hellfeldmikroskopie
zur Entwicklung von Maus-Nierenanlagen;

men zur Entwicklung von Maus-Nierenanlagen;
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[0026] Fig. 7: eine grafische Darstellung der Abhéan-
gigkeit der Gesamtoberflache des Organs, der Zahl
der Nephronen darin und der Zahl der Ureterverzwei-
gungen vom Volumen des Nahrmediums und

von Lungenkultivierungen bei verschiedenen Kulti-
vierungsdauern und verschiedenen Kultivierungsvor-
richtungen.

[0028] Die Fig. 1 zeigt zwei verschiedene experi-
mentelle Vorrichtungen a und b fiir Grofivolumen-
Kultivierungsverfahren nach dem Stand der Tech-
nik, die in Zellkulturschalen stattfinden, welche mit ei-
nem Nahrmedium geflllt sind, in Fig. 4 dargestellt
als gepunktete Flachen innerhalb der Zellkulturscha-
len. 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 entspre-
chende Membran fiir die embryonalen Organanlagen
an der Unterseite eines Well-Einsatzes innerhalb der
in den Vorrichtungen a und b jeweils als kleine Kreise
dargestellt.

[0029] Das Kultivierungsverfahren nach dem Stand
der Technik wurde folgendermalien durchgefihrt:
Metanephrische Anlagen und Lungenanlagen wur-
den 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 erflllen. Nieren wurden gesammelt, um sie
nach dem Zufallsprinzip zu kontrollieren oder experi-
mentellen Gruppen zuzuordnen. Fir eine konventio-
nelle Kultivierung wurden die Organanlagen auf ei-
nem Polycarbonat-Filter mit Drei-Mikrometer-Poren-
weite an der Unterseite eines Well-Einsatzes in ei-
ner Sechs-Well-Platte von Corning® und Costar® plat-
ziert. Die Ebene des Nahrmediums wurde so einge-
stellt, dass die Oberseite des Filters und damit der
Niere gerade benetzt, aber nicht tief in das Nahrme-
dium getaucht war. Als Nahrmedium wurden EMEM
(Eagle's Minimal Essentielles Medium) mit Earle-Sal-
zen (GIBCO) und nicht-essentielle Aminosauren mit
10% fotalem Kalberserum (Biochrom) und mit 1% An-
tibiotika (Penicillin/Streptomycin; Sigma) verwendet.

richtung 1 zur Durchflhrung eines Niedrigvolumen-
Kultivierungsverfahrens in der Seitenansicht. Die
Vorrichtung 1 umfasst eine Zellkulturschale 2 in Form
einer Petrischale 2. Fir die Niedrigvolumen-Kultivie-
rung wurde jeweils ein steriler Ring 3 aus Silikon ver-
wendet (flexiPERM®, ConA, Greiner Bio-One; ,Co-
nA” ist die Beschreibung fir eine Kegelform durch
den Anbieter und hat nichts mit dem ahnlich benann-
ten Lektin zu tun). Der Ring 3 wird auf ein steriles,
chemisch gereinigtes (RCA-Reinigung) 22-22 mm?

417



DE 20 2010 015 310 U1

Glasdeckplattchen 4 am Boden der Zellkulturschale
2 (35-10 mm, Sarstedt) aufgesetzt. Das untere Ende
des Rings 3 schliel3t auf dem Glasdeckplattchen 4
somit eine kreisférmige Flache 5 ein.

[0031] An oder in der Nahe der Mitte der kreisfér-
migen Flache 5 wurden die Nierenanlagen 6 plat-
ziert. Das bei diesem Pipettierschritt tbertragene Me-
dium wurde entfernt und durch das Endvolumen (70
bis 200 pl) des gemessenen kompletten Nahrmedi-
ums 7 ersetzt, wobei sichergestellt werden musste,
dass die vollstandige eingeschlossene kreisférmige
Flache 5 des Glasdeckplattchens 4 benetzt war. Der
Raum zwischen der Aulienseite des Rings 3 und
der Wand der Petrischale 2 wurde mit steriler phos-
phatgepufferter Salzlésung 8 (PBS), die vorzugswei-
se 1% eines Zusatzes Antibiotika (Penicillin/Strepto-
mycin) enthielt, gefillt, um einen geeigneten Was-
serdampfdruck in der Luftumgebung oberhalb des
Nieren-Néhrmediums 7 zu halten. Alle Kultivierungen
wurden in feuchter Atmosphare mit 5% Kohlendioxid
bei 37°C inkubiert. Das N&hrmedium 7 wurde aller
zwei Tage ausgewechselt.

[0032] Die Vorrichtung fir das Kultivierungsverfah-
ren wurde unter Verwendung eines Silikonrings 3 von
flexiPERM® mit der Form eines enthaupteten Kegels
wickelt, dessen kleinstes (unteres) Ende eine 1 cm?
grolRe kreisférmige Flache 5 (das heif’t eine 5,6 mm
grolRe Radiusflache) definiert, wenn der Silikonring 3
auf einem gesauberten Glasdeckplattchen 4 platziert
wird. E11.5-Nierenanlagen 6 wurden, wie bereits be-
schrieben, ungefahr an der Mitte der kreisférmigen
Flache 5 in definierten Volumina des Nahrmediums 7
kultiviert, namlich in 70, 80, 85, 90 und 120 pl. Volu-
men von weniger als 70 pl erwiesen sich als unzurei-
chend, um die ganze kreisférmige Flache 5 zu benet-
zen. Die Volumen wurden demnach so ausgewahilt,
dass sie das Glasdeckplattchen 4 ausreichend be-
netzten und die Niere 6 einem Druck durch die Ober-
die nach unten gerichteten Druckpfeile 9 dargestelit
ist. Die Pfeile 10 zeigen die Hauptrichtung der Ver-
sorgung mit dem Nahrmedium 7 an.

sche Darstellung der Richtungen der Versorgung mit
dem Nahrmedium und von wirkenden Kréften bei der
Niedrigvolumen-Kultivierung. Dabei zeigen, wie be-
reits erwéhnt, die Pfeile 10 die Hauptrichtung der Ver-
sorgung mit dem N&hrmedium 7 an, wahrend der
Druckpfeil 9 die auf die Niere wirkende Haupt-Ober-
flachenspannungskraft skizziert, die senkrecht nach
unten wirkt. Der Pfeil 11 stellt jeweils die Hauptaus-
breitungsrichtung/-kraft der wachsenden Niere 6 dar,
die sich beidseitig waagerecht ausbreitet.

dung der erfindungsgemaflen Vorrichtung fiir das
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Niedrigvolumen-Kultivierungsverfahren in der Drauf-
sicht. Die Entwicklung der Nierenanlagen wurde
durch Phasenkontrast-Mikroskopie, durch Immunfar-
bung und durch Messung der Gesamtoberflache,
der Anzahl der gebildeten Ureterknospenzweigenden
und der Anzahl der gebildeten Nephronen ausgewer-
tet. Dabei hatten die Nieren zunéchst zwei Ureter-
knospenzweigenden und keine Nephronen, wie fir
E11.5 erwartet. Die Ergebnisse sind in Fig. $a darge-
stellt, welche mikroskopische Hellfeldaufnahmen von
far 96 Stunden lang kultivierten, embryonalen Mau-
senieren mit Hilfe des neu entwickelten Kultivierungs-
systems A bei 85 pl, des Kultivierungssystems B bei
120 pl und des Kultivierungssystems C bei 200 pl
Nahrmediumsvolumen zeigt. In einem weiteren Kul-
tivierungssystem D wird eine unter bisher nach dem
Stand der Technik tblichen Bedingungen auf Filter-
material kultivierte, embryonale Niere als Vergleichs-
niere zur Kontrolle gezeigt.

[0035] Die Fig. 8b zeigt mikroskopische Fluores-
zenzaufhahmen von den selbigen, fir 96 Stunden
kultivierten, embryonalen Mausenieren mit Hilfe des
neu entwickelten Kultivierungssystems A' bei 85 pl,
des Kultivierungssystems B' bei 120 yl und des Kul-
tivierungssystems C' bei 200 pl Nahrmediumsvolu-
men. Beim Kultivierungssystem D' wird eine unter
bisher Ublichen Bedingungen in einer konventionel-
len Nieren-Organkultur auf Filtermaterial Gber 96 St-
unden lang kultivierte, embryonale Niere als Ver-
gleichsniere zur Kontrolle gezeigt. In der Fig. 6k sind
helle Strukturen, die verzweigte Ureterknospen dar-
stellen, Uber eine Antikdrperfarbung von dem Marker-
protein Calbindin sichtbar gemacht. Dunklere kugel-
férmige Strukturen, die wiederum sich entwickelnde
Nephrone illustrieren, werden durch eine Antikdrper-
farbung des Markerproteins Laminin (Laminin 1) vi-
terknospenmarker 12, Calbindin-D28K, und den Mar-
ker 13, Laminin, als Marker sowohl flir die Nephronen
als auch fur die Ureterknospen.

[0036] Vergleichsnieren, die durch eine konventio-
nelle Methode nach Trowell kultiviert wurden, siehe
Fig. 8a, Abb. D, und Fig. 8, Abb. D', entwickelten
sich normal, indem sie calbindin-positive, verzweig-
te Ureterknospen (Mittelwert = 23.4, Standardabwei-
chung 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 Ba-
salmembranen und das Fehlen einer Calbindin-Far-
bung identifizierbar waren, zeigen. Nieren, die inner-
halb von Silikonringen in groRen Mengen Nahrme-
dium, zum Beispiel in 200 pl auf Glas gebildet wur-
den, siehe Fig. 6a, Abb. C, und Fig. 8b, Abb. C'
blieben abgerundet und schlecht entwickelt und zei-
gen weniger als die Halfte der Ureterknospen-Ver-
zweigung und Nephrogenese der Vergleichsnieren,
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die Uber konventionellen Trowell-Filtern gewachsen
sind. Mit geringeren Mengen des Mediums, siehe
Fig. 6a, Abb. A, Fig. 8b, Abb. A', Fig. 8a, Abb. B,

Gesamtoberflache des Organs, die Zahl der Nephro-
nen darin und die Zahl der Ureterverzweigungen vom
Volumen des Nahrmediums darstellt. Die Fehlerbal-
ken zeigen die Standardabweichung vom Mittelwert
und reprasentieren ein Minimum von 49 Nieren; jeder
Zeitpunkt unterscheidet sich signifikant (p < 0,01) von
allen anderen.

[0037] Beim optimalen Volumen von 85 ul bede-
cken Nierenanlagen deutlich mehr Gesamtoberfla-
che, namlich 42% mehr als die der Vergleichsnie-
ren, wobei sie 46% mehr Ureterknospenenden und
81% mehr Nephronen produzieren. Die Variabilitat
zwischen den Nieren wurde ebenfalls reduziert. Die
normalisierten Standardabweichungen bei den Mes-
sungen der Gesamtoberflache, der Zweiganzahl und
der Anzahl der Nephronen betrugen etwa vier Finftel
von den jeweiligen Werten fUr die Vergleichsnieren.

[0038] Die Zugabe von 500 pyl Nahrmedium zu den
Nierenanlagen, die bereits fir einen Tag in 85 pl kulti-
viert wurden, hat zur Folge, dass die Nieren abrunden
und sich nicht mehr gut entwickeln. Die Auswirkun-
gen des niedrigen Nahrmediums, ob zurlickzufiihren
auf den Druck der Oberflachenspannung oder ande-
re Einflisse, sind demzufolge kontinuierlich erforder-
lich und nicht nur dazu geeignet, zu Beginn der Kulti-
vierung die Niere am Glas zu befestigen.

[0039] Die Niedrigvolumen-Glaskultivierungstechnik
ist auch fur andere Organe anwendbar. In Fig. 8 sind
mikroskopische Hellfeldaufhahmen von Lungenkul-
tivierungen bei verschiedenen Kultivierungsdauern
und verschiedenen Kultivierungsvorrichtungen dar-
gestellt. Dabei zeigt die Fig. 8, Abb. A, eine mikro-
skopische Hellfeldaufnahme einer kultivierten Lunge
aufeinem Filter nach 48 Stunden, wohingegen Fig. 8,
Abb. B, eine mikroskopische Hellfeldaufnahme einer
auf Glas kultivierten Lunge, ebenfalls nach 48 Stun-
den, darstellt. Schliellich sind die nach den verschie-
denen Verfahren beziehungsweise in den verschie-
denen Vorrichtungen kultivierten Lungen auf Filterpa-
pier (Stand der Technik) in Fig. 8C und erfindungsge-
mal auf Glas in Fig. 8D nach jeweils 96 Stunden ge-
genibergestellt. Der Vorteil des Verfahrens in der er-
findungsgemafien Vorrichtung ist dabei die Verbes-
serung der Sichtbarkeit der zu kultivierenden Organ-
anlagen.
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Bezugszeichenliste

Vorrichtung

Zellkulturschale, Petrischale

Ring, Silikonring

Glasdeckplattchen

kreisférmige Flache

Organanlagen, Nierenanlagen, Nieren
Nahrmedium

phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Druckpfeile

Pfeil (fur die Hauptrichtung der Versorgung
mit dem Nahrmedium 7)

Pfeil (fur die Hauptausbreitungsrichtung/-
kraft)

Ureterknospenmarker

(Laminin-)Marker
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Schutzanspriiche

1. Vorrichtung (1) zur Ex-vivo-Kultivierung von
Geweben oder embryonalen Organanlagen, umfas-
send:

— eine Zellkulturschale (2) mit auf dem Boden aufge-
legten Glasdeckplattchen (4);

— einen sterilen Ring (3), der auf dem Glasdeckplatt-
chen (4) unter Ausbildung einer inneren kreisformi-
gen Flache (5) und eines dulReren Abschnitts zwi-
schen dem Ring (3) und der Wand der Zellkulturscha-
le (2) aufgesetzt ist, wobei der Platz an oder nahe der
Mitte der kreisférmigen Flache (5) auf dem Glasdeck-
plattchen (4) fur die zu kultivierenden Gewebe oder
embryonalen Organanlagen und die durch den steri-
len Ring (3) eingeschlossene kreisférmige Flache (5)
des Glasdeckplattchens (4) fir die Zugabe des kom-
pletten Nahrmediums (7) in einer Menge, die fir die
vollstandige Benetzung dieser Flache (5) notwendig
ist, vorgesehen sind.

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der sterile Ring (3) die Form eines ent-
haupteten Kegels aufweist, dessen kleineres Ende
auf dem Glasdeckplattchen (4) platziert wird und da-
bei die kreisférmige Flache (5) definiert.

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch
gekennzeichnet, dass der sterile Ring (3) ein Silikon-
ring (3) ist.

4. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis
3, dadurch gekennzeichnet, dass das Glasdeckplatt-
chen (4) mit Substraten vorbeschichtet ist.

5. Vorrichtung nach Anspruch 4, dadurch ge-
kennzeichnet, dass das Substrat ein Protein ist,
wobei eine Maleinsadureanhydrid-Copolymer-Vorbe-
schichtung als Haftvermittler zwischen dem Protein
und dem Glasdeckplattchen (4) auf dem Glasdeck-
plattchen (4) vorgesehen ist.

6. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis
5, dadurch gekennzeichnet, dass der duflere Raum-
abschnitt zwischen der Aufienseite des Rings (3)
und der Wand der Zellkulturschale (2), in der das
Glasdeckpléattchen (4) platziert ist, fir eine Beflllung
mit steriler phosphatgepufferter Salzlésung (8) (PBS)
vorgesehen ist, um einen geeigneten Wasserdampf-
druck in der Luftumgebung oberhalb des N&hrmedi-
ums (7) zu halten.

7. Vorrichtung nach einem der Anspriche 1 bis 6,
dadurch gekennzeichnet, dass das kleinste Ende des
sterilen Rings (3) durch einen Kreis von 1 cm? defi-
niert ist.

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Endvolumen des gemessenen

2011.03.17

kompletten Nahrmediums (7) 70 bis 200 ul vorgese-
hen ist.

9. Vorrichtung nach Anspruch 8, dadurch gekenn-
zeichnet, dass als Endvolumen des gemessenen
kompletten Nahrmediums (7) 85 pl vorgesehen ist.

Es folgen 9 Blatt Zeichnungen
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Fig. 1
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Fig. 2

10/17



DE 20 2010 015 310 U1

11/17

2011.03.17

Fig. 3
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Fig. 4
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