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Bioproduktion in dreidimensional
wachsenden Zellkulturen

Professor Dr. D. F. Hiilser, Dipl.-Biol. Irene Kliinder
und Dipl-Biol. Joachim Brenner

Universitat Stuttgart

Biologisches Institut, Abt. Biophysik

Die biotechnologische Produktion von Substanzen wie t-PA, monoklona-
len Antikorpern, Interleukinen, Wachstumsfaktoren, Interferonen und
Hormonen sollte vorzugsweise mit Saugerzellen erfolgen, weil Bakte-
rien diese Substanzen nicht in ihrer nativen Form herstellen kénnen.
Die dazu benédtigten grofen Mengen von Saugerzellen werden — je
nach Zelltyp — in Monolayer- oder Suspensionskultur geziichtet. Fiir
Monolayerkulturen miissen grofe Oberflichen (Roller Bottles, Micro-
carrier) zur Verfiigung gestellt werden, was viel Raum und Material
beansprucht und somit kostenintensiv ist. In Suspension wachsen die
Zellen voneinander isoliert, wodurch Zellkooperation unterbunden wird
und interzellulirer Informationsaustausch nicht mehr moglich ist. Es
gibt jedoch eine weitere Moglichkeit, Eurokaryonten zu kultivieren,
welche die Nachteile der beiden anderen Methoden aufhebt. Diese bis-
her vorwiegend in der Krebsforschung oder bei der Untersuchung von
Regulationsmechanismen von Zellen verwendete Technik 1Bt die Zel-
len zu dreidimensional angeordneten kugelférmigen Zellaggregaten —
den Multizell-Spharoiden — heranwachsen (Abb. 1 und 2).

Die raumliche Anordnung der Zellen in
Multizell-Sphéareiden fithrt zu einer funk-
tionellen und strukturellen Heterogeni-
tit der Zellen. Dies wird dadurch deut-
lich, da der Anteil nicht profilierender
(Cp/G-Phase) Zellen zum Innern des
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Sphéroids bis auf 90 Prozent zu- und der
Anteill der Zellen in der S-und Gz-Phase
entsprechend abnimmt. Verantwortlich
filr den unterschiedlichen Prolifera-
tionsstatus sind neben Gradienten von
Nahrstoffen, Wachstumsfaktoren, Hor-

monen, Sauerstoff und anderen meta-
bolisch wirksamen Stoffen (Review
Sutherland, 1988) auch interzelluldre
Wechselwirkungen, die durch die dich-
tere Assoziation der Zellen im Spharoid
ahnlich wie in vivo wirksam werden, Es
bildet sich dabe! auch die extrazellu-
lare Matrix aus, die ein Mikromilieu de-
fimert, welches die Proteinsynthese
und -sekretion beeinfluBt (Shinji et al,,
1988; Review Vournakis et. al., 1989).
Die extrazellulare Matrix ist also ein
Wachstums- und Differenzierungsfak-
tor, der fiir die Bioproduktion nicht

| auBer acht gelassen werden sollte. Er-

ste Versuche zeigten, daB in Multizell-
Spharoiden von  Rattenhepatozyten
deutlich mehr Albumin produziert wird
als in Monolayerkulturen der gleichen
Zellen (T. Shinji et al., 1988).

In vergleichenden Messungen unter-
suchen wir zwei permanent wachsende
Zellinien auf ihre Produktionsraten
unter den drel genannten Kulturbedin-
gungen. Die beiden Zellinien unter-
scheiden sich durch ithren Ursprung
und ihren Differenzierungszustand. I-
Zellen (W. R. Earle et al., 1943) sind aus-
differenzierte Mausefibroblasten, die
mit einem lacZ-CGen transfiziert wurden,
das fiir die Produktion des gut nach-
weisbaren Stoffes g-Calactosidase ver-
antwortlich ist. F9-Zellen (S. Strickland
et al., 1980) sind embryonalen Ur-
sprungs, die zu t-PA produzierenden
Zellen differenziert werden kénnen,
L-Zellen kénnen in Suspensions-, Mono-
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laver- und Spharoidkultur gehalten
werden, Die f-Galac
als Modellprodukt, w
nicht verlat und auch nicht tibe
zelluldre Kandle in N:

Lactose in Glucose und (
antworthch. Zum Nac
Galactosidase werder
1-di-galact
der Zelle wird durc
dase Fluorescein ab
Intensitat der Aktivits
dase entspricht (Abb
Aktivitét jeder emnzelnen Zelle
fluBzytometrisch ermittelt werde
Bei den F9-Zellen handelt es sich um
eine embryonale Karzinom-Zellinie der
Maus. Die Zellinie wurde von einem
testikularen Teratokarzinom abgeleitet
und entspricht der , Inneren Zellmasse™
im Blastozystenstadium des Embryos
Die hochmalignen F9-Stammzellen wer-
den mit sehr geringer spontaner Diffe-
renzierungsrate als permanent wach-
sende Monolayerkultur geziichtet und
kénnen vorilbergehend auch in Sus-
pension gehalten werden, wo sie zu
Multizell-Sphéroiden aggregieren. Un-
differenzierte F9-Zellen bilden kein
bzw. nur sehr wenig t-PA. Nach geziel-
ter Differenzierung durch ein Derivat
des Vitamins A (Retinsaure) und zyklr
sches Adenosinmonophosphat entste-
hen benigne Zellen, die thr Aquivalent
in den parietalen Endodermzellen des
Mauseembryos haben. Zu den physio-
logischen Aufgaben dieser ausdifferen
zierten Zellen gehbrt die Bereitstellung
des t-PAs. t-PA ist an der Fibrinolyse
und an der Neugestaltung von Zellver-
banden und Zellwanderungen beteiligt,
in dem es die bestehende extrazellu-
lare Matrix zwischen den Zellen abbaut
und so das Wachstum und die Ausdeh-
nung des Embryos ermdéglicht. t-PA
wird aus den Zellen ausgeschleust und
kann im Kulturiiberstand photometrisch
durch emnen zweistufigen Enzymtest mit
einem chromogenen Substrat nachge-
wiesen werden

Jede der beiden Zellinien représentiert
eme der unterschiedlichen Ausgangs-
bédingungen, die man fiir die mndu-
strielle Bioproduktion mit Massenkultu-
ren vorfindet. Transfizierte Zellen
haben dabei den Vorteil, daB eine Zell-
linie ausgewdhlt werden kann, die fiir
die vorgesehenen Kultivierungsbedin-
gungen am besten geeignet ist. Das er-
forderliche Gen kann zusammen mit
emem zweckmadBigen Promotor und
einem Markergen transfiziert werden,
was den Nachweis des gewiinschten
Pradukts iiber die Bestimmung des
Markers als Biosensor erlaubt. Nicht
transfizierte Zellen haben den Vortell,
daB die strengen SicherheitsmaBnah-
men im Laborbetrieb und komplizierte
GCenehmigungsverfahren entfallen, die
fiir Produkte aus genetisch manipulier-
ten Zellen gelten. Um die Kulturbedin-
gungen den nichttransformierten Zellen

3). Somit kann die
durch
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Abb. 1: Multizell-Spharoid — nicht
nur ein Modell fiir die Tumorfor-
schung, sondern auch fiir die Biopro-
duktion. Rasterelektronenmikroskopi-
sche Aufnahme, Sphiroiddurchmes-
ser ca. 200 ym

Abb. 2: Schnitt
durch einen
Moultizell-
Sphéroid von
L-Zellen; HE-
Farbung; Licht-
mikroskopische
Aufnahme, Spha-
roiddurchmesser
ca. 330 ym

Abb. 3: Nach-
weis der [i-
Galactosidase
Produktion in L-
Zellen, Die
Fluoreszenz-
intensitit ist ein
Ma# fiir die /-
Galactosidase
Aktivitat. Auf-
lichtfluoreszenz
Aufnahme, Zell-
durchmesser
ca. 15 ym

anzupassen, ist zwar ein groferer Auf- |
wand erforderlich, er fithrt jedoch zu | minogl
einer optimalen Produktion entspre-
chend der natiirlichen Aufgabe der
ausgewahlten Zellen

Wir danken Herrn Dr. Hansjorg Hauser
(GBF Braunschweig) fiir die Uberlas-
sung der transfizierten L-Zellen
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