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Die biotechnologische Produktion von Substanzen wie t-PA, monoklona­
len Antikörpern, lnterleukinen, Wachstumsfaktoren, Interferonen Wld 
Hormonen sollte vorzugsweise mit Säugerzellen erfolgen, weil Bakte­
rien diese Substanzen nicht in ihrer nativen Form herstellen können. 
Die dazu benötigten großen Mengen von Säugerzellen werden - je 
nach Zelltyp - in Monolayer- oder Suspensionskultur gezüchtet. Für 
Monolayerkulturen müssen große Oberflächen (Roller Bottles, Micro­
carrier) zur Verfügung gestellt werden, was viel Raum und Material 
beansprucht und somit kostenintensiv ist. In Suspension wachsen die 
Zellen voneinander isoliert, wodurch Zellkooperation UDterbunden wird 
und interzellulärer Infonnationsaustauach nicht mehr möglich ist. Es 
gibt jedoch eine weitere Möglichkeit, Eurokarvonten zu kultivieren, 
welche die Nachteile der heiden anderen Methoden auntebt. Diese bi&­
her vorwiegend in der Krebsforschung oder bei der Untersuchung von 
Regulationsmechanismen von Zellen verwendete Technik läßt die Zel­
len zu dreidimensional angeordneten kugelformigen Zellaggregaten -
den Multizell-Sphäroiden - heranwachsen (Abb. 1 und 2). 

Die raumhche Anordnung der Zellen m 
MultlZell-Sphäroiden führt zu einer funk­
tlonellen und strukturellen Heterogeni­
tät der Zellen Dies wird dadurch deut­
lich, daß der Anteil nicht pronIierender 
(Go/GI-Phase) Zellen zum fnnern des 
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SphärOids bis auf 90 Prozent zu· und der 
Anteil der Zellen m der S- und G2-Phase 
entsprechend abmmmt, Verantwortlich 
rur den unterschIedlichen Proltfera­
tionsstatus sind neben Gradienten von 
Nährstoffen, WaChstumsfaktoren. Hor· 

manen, Sauerstoff und anderen meta­
bohsch wlIksamen Stoffen (Review 
Sutherland, 1988) auch mterzelluläre 
Wechsel wirkungen, dIe durch die dich­
tere ASSOZiation der Zellen im Sphäroid 
ahnlich wIe In vivo WIrksam werden. Es 
bildet Sich dabei auch die extrazellu­
läre Matrix aus, die em MIkromilieu de­
finiert, welches die Protemsynthese 
und -sekretion beemflußt (ShinJi et a1., 
1988; ReView Vournakis et aL. 1989) 
Die extrazellulare MatrIX 1St also em 
Wachstums- und DlfferenzLerungsfak· 
tor. der fur die BIoproduktIon mcht 
außer acht gelassen werden sollte. Er­
ste Versuche zeigten, daß Ul Mult.lZell­
Sphäroiden von Rattenhepatozyten 
deutlich mehr Albumm prodUZIert wtrd 
als m Monolayerkulturen der gleichen 
Zellen CT. ShmJI et al. 1988). 
In vergleichenden Messungen unter· 
suchen WlI zwei permanent wachsende 
Zellinien auf ihre Produktionsraten 
unter den drei genannten Kulturbedm· 
gungen Die belden Zellinien unter­
scheiden Sich durch ihren Ursprung 
und ihren DlffereIlZlerungszustand, Ir 
ZellenrN R.EarleetaJ., 1943)smdaus­
differenzierte Mausefibroblasten, dIe 
tnlt emem lacZ-Gen transrlZlert wurden, 
das für die Produktion des gut nach­
weISbaren Stoffes p-GalaClosidase ver· 
amwonlJch 1St F9-Zellen (S. Stnckland 
et al" 1980) smd embryonalen Ur­
sprungs, die zu t-PA prodUZIerenden 
Zellen dlfferenZlert werden können. 
L-Zellen können m Suspenslons-. Mono-
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layer- und SphäroIdkultur gehalten 
werden. DIe p·Galactosldase dient uns 
als Modellprodukt, welches die Zelle 
niChl verläßt und auch mehl uber mter· 
zellulare Kanale In NachbarzeUen ge· 
tangen kann. Sie 1St Cur die Spaltung von 
Lactose m Glucose und Galactose ver· 
antwortliCh Zum NachweIS von p 
Galactosldase werden die Zellen mll 
F1uorescem-drgalaClOSld beladen. In 
der Zelle wird durch die p-GaJactosi· 
dase Fluorescem abgespalten, dessen 
Intensität der AktivItät der p-GalaClOS!- I 
dase entspncht (Abb. 3) Somit kann dIe 
AktlVLtat Jeder emzelnen Zelle durch­
OußzytometrLsch ermittelt werden 
Bel den F9-Zellen handelt es sich um 
eme embryonale Karzmom-Zelhme der 
Maus_ Die Zellime wurde von einem , 
lestlkularen Teratokarzmom abgeleitet I 
und entspncht der " Inneren Zellmasse" 
Im BlaSlozyslensladlUm des Embryos. 
Die hochmahgnen f'9..StammzeUen wer­
den mit sehr germger spontaner Diffe.­
renzlerungsrate als permanent wach­
sende Monolayerkultur gezüchtet und 
können vorubergehend auch In Sus­
pension gehalten werden. wo sie zu 
MulllzeU-5phärOlden aggregieren Un­
differenZIerte F'9-Zellen bilden kem 
bzw nur sehr wemg I-PA_ Nach gezlel­
ter DifferenZierung durch em Denvat 
des VlIamms A (Retmsäure) und zykli­
sches Adenosmmonophosphat entste.­
hen benigne Zellen. die thr ÄqUIvalent 
In den panetalen Endodermzellen des 
Mäuseembryos haben Zu den PhysIO-I 
IClglschen Aufgaben dieser ausdifferen­
zierten Zellen gehbn die Berellstellung 
des t-PAs. t-PA 1St an der Fibrinolyse 
und an der Neugestaltung von ZeUver­
bänden und Zellwanderungen beteiligt, 
In dem es die bestehende extrazellu­
läre MatrIX zwischen den Zellen abbaut 
und so das Wachstum und die Ausdeh­
nung des Embryos ermögl1cht t-PA 
wud aus den Zellen ausgeschleust und 
kann lffi Kulturuberstand photometnsch 
durch emen zwelSlufigen Enzymtest mll 
einem chromogenen Substrat nachge­
wiesen werden 
Jede der helden Zellmlen repräsenliert 
eme der unterschiedlichen Ausgangs­
bedIngungen. die man für die mdu­
stIleIle Bloprodu lcuon out Massenkultu­
ren vorfindet 1'ransflZlene Zellen 
haben dabei den Vorteil. daß eme Zell­
lime ausgewählt werden kann. die fur 
die vorgesehenen Kuluvlerungsbedin­
gungen am besten geeignet 1St Das er· 
forderliche Gen kann zusammen rnll 
emem zweckmaßIgen Promotor und 
einem Markergen uanSflZten werden, 
was den Nachweis des gewunschten 
Produkts über die Bestimmung des 
Markers als BlOSensor erlaubt_ Nicht 
transflZlerte Zellen haben den Vorteil. 
daß die saengen SlcherheltsmaBnah­
men Im Laborbetneb und komplizierte 
Genehmigungsverfahren entfallen. die 
für Produkte aus genetISCh marupulier­
ten Zellen gelten. Um die Kulturbechn­
gungen den nichttransformierten Zellen 
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Abb. 1: Multizell·Sphäroid - nicht 
nuz ein Modell für die Twnorfor­
sehung, sondern auch für die Biopr~ 
duktion. RasterelektJ'onenmilcroakopi. 
sehe Aufnahme, Sphäroiddurchmea­
seI' ca. 200 11m 

Abb. 2 : Schnitt 
duzch einen 
Mulmell­
Sphäroid von 
L-Zellen; HE­
Färbung; Licht· 
mikroskopische 
Aufnahme, Sphä­
roidd1U'chmesser 
ca.330 Jlm 

Abb . 3 : Nach­
weis der p­
Galact06iclue 
Produktion in 1.­
Zellen. Die 
nuoreazenz­
intensität i.t ein 
Maß fiiz die p­
Galactosidase 
Aktivität. Auf­
lichtfluoreazenz 
Aufnahme, Zell­
durchmesser 
ca. lS p m 

anzupassen. 1St zwar em gröBerer Auf­
wand erforderlich. er fühn Jedoch zu 
emer optimalen Produktion entspre­
chend der natürlichen Aufgabe der 
ausgewählten ZeIlen_ 

Wir danken Herrn Dr Hansjorg Hauser 
(GBF Braunschwelg) (ur die Uberlas­
sung der IransflZlerten lrZeJlen. 
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