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69 Verfahren und Vorrichtung zur kontinuierlichen Massensuspensionskultur von Zellen sowie Gewebe von
Tieren, Mikroorganismen und Parasiten in vitro.

@ Es wird ein Verfahren sowie eine Vorrichtung fiir die

kontinuierliche Massensuspensionskultur von Zellen
sowie Gewebe von Tieren, Mirkoorganismen und Parasiten
in vitro beschrieben. Dabei unterwirft man die zu kultivie-
renden Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und Parasiten
und eine lymphzellfreie Lymphfliissigkeit als Kulturme-
dium einer Zentrifugation. Dann wird die abgetrennte
Lymphfliissigkeit durch frische, lymphzellfreie Lymph-
fliissigkeit ersetzt und im Medium bildet sich eine Disper-
sion der Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und Parasiten,
die man periodisch abtrennt und sammelt. Das beschrie-
bene Verfahren eignet sich zur Diagnostik kranker Zellen,
die z.B. aus einer Fistel abgezogen wurden, ausserhalb des
menschlichen und tierischen Korpers.
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PATENTANSPRUCHE

1. Verfahren zur kontinuierlichen Massensuspensionskultur
von Zellen sowie Gewebe von Tieren, Mikroorganismen und
Parasiten in vitro, dadurch gekennzeichnet, dass man

_ aus den zu kultivierenden Zellen, Geweben, Mikroorga-
nismen und Parasiten und einer lymphzellfreien Lymphfliissig-
keit ein Gemisch herstellt,

— das Gemisch zur Abtrennung der Zellen, Gewebe,
Mikroorganismen und Parasiten von der lymphzellfreien
Lymphfliissigkeit unter Bildung einer diinnen, lénglichen
Schicht von Zellen, Geweben, Mikroorganismen und Parasiten
zentrifugiert,

— die abgetrennte Lymphfliissigkeit durch frische zellfreie
Lymphfliissigkeit ersetzt, wahrend die Zellen sowie Gewebe
von Tieren, Mikroorganismen und Parasiten in diinner Schicht
gehalten werden,

~ die diinne Schicht aus Zellen, Geweben, Mikroorganis-
men und Parasiten unter Bildung einer Dispersion in der fri-
schen Lymphfliissigkeit aufhebt,

— die erhaltene Dispersion eine Zeitlang aufrechterhilt,

— die Dispersion zur Abtrennung der Zellen, Gewebe,
Mikroorganismen und Parasiten von der frischen Lymphiliis-
sigkeit unter Bildung einer diinnen, linglichen Schicht von
Zellen, Geweben, Mikroorganismen und Parasiten zentrifu-
giert,

— die letztgenannten vier Schritte in der angegebenen Rei-
henfolge mehrmals wiederholt und

~ periodisch einen Teil der geziichteten Zellen, Gewebe,
Mikroorganismen und Parasiten abzieht, wihrend sich diese in
Dispersion befinden.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Dispersion von Zellen, Geweben, Mikroorganis-
men und Parasiten in frischer zellfreier Lymphfliissigkeit
dadurch eine bestimmte Zeit aufrechterhlt, dass man die
Dispersion um eine horizontale Achse mit einer Geschwindig-
keit zentrifugiert, die zum Anlegen einer Kraft entsprechend
einer Beschleunigung von (1+X)G an die Zellen, Gewebe,
Mikroorganismen und Parasiten wéhrend der ersten Halbum-
drehung und einer Kraft entsprechend einer Beschleunigung
von (1-X)G wihrend der zweiten Halbumdrehung fiihrt,
wobei X eine Zahl kleiner als 1 und G die Erdbeschleunigung
ist.

3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
dass man die Dispersion der Zellen, Gewebe, Mikroorganis-
men und Parasiten in frischer zellfreier Lymphfliissigkeit wéh-
rend einer vorgegebenen Zeitdauer dadurch aufrechterhélt,
dass man die Dispersion unter periodischem Beschleunigen
und Verzogern wihrend der betreffenden Zeitdauer zentrifu-
giert.

4. Anwendung des Verfahrens geméss Anspruch 1 zur
kontinuierlichen Massensuspensionskultur von Zellen, Gewe-
ben, Mikroorganismen und Parasiten eines kranken Organis-
mus in vitro, dadurch gekennzeichnet, dass man aus Lymphe,
die aus einer Brustkanal-Fistel kontinuierlich abgezogen
wurde, die Lymphzellen unter Bildung einer diinnen Schicht
dieser Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und Parasiten zentri-
fugiert; dass man mindestens einen Teil der abgetrennten
Fliissigkeit abzieht, wihrend die Zellen, Gewebe, Mikroorga-
nismen und Parasiten in der diinnen Schicht gehalten werden;
dass man den abgezogenen Anteil von Lymphfliissigkeit mit
Zellen, Geweben, Mikroorganismen und Parasiten eines von
einer spezifischen Krankheit befallenen Organismus vermischt,
das Gemisch zentrifugiert, um die Krankheitszellen sowie
Krankheitsgewebe von Tieren, Mikroorganismen und Parasi-
ten von der Lymphfliissigkeit zu trennen, wobei man eine
diinne lingliche Schicht dieser Zellen, Gewebe, Mikroorganis-
men und Parasiten bildet, diese Lymphiliissigkeit durch frische

zellfreie Lymphfliissigkeit, die von einer anderen Quelle
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stammt, ersetzt, die Krankheitszellen, -gewebe, Mikroorganis-

men und Parasiten in dieser frischen Lymphfliissigkeit unter

Aufhebung der diinnen Schicht aus Zellen, Gewebe, Mikroor-
. ganismen und Parasiten redispergiert, die Dispersion eine
vorgegebene Zeitlang aufrechterhilt, die Dispersion zur
Abtrennung der Krankheitszellen, -gewebe, Mikroorganismen
und Parasiten aus der frischen Lymphfliissigkeit zentrifugiert
unter Bildung einer diinnen, linglichen Schicht dieser Zellen,
Gewebe, Mikroorganismen und Parasiten, und dass man die
letztgenannten vier Verfahrensschritte in der angegebenen
Reihenfolge mehrmals wiederholt und periodisch einen Teil
der geziichteten Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und Para-
siten abzieht, wiihrend sich diese in Dispersion befinden.

5. Vorrichtung zur Ausfiihrung des Verfahrens gemiss

Anspruch 1, gekennzeichnet durch

th

a) Mittel zum Zentrifugieren des genannten Gemisches
unter Abtrennung der Zellen, Gewebe von Tieren, Mikroorga-
nismen und Parasiten vom Kulturmedium und unter Bildung
einer diinnen, lénglichen Schicht aus Zellen, Gewebe, Mikro-
organismen und Parasiten,

b) Mittel zum Ersatz des abgetrennten Kulturmediums mit
frischem Kulturmedium unter Aufrechterhaltung der genann-
ten diinnen Schicht,

c) Mittel zur Aufhebung der diinnen Schicht unter Bildung
einer Dispersion der Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und
Parasiten im frischen Kulturmedium und unter Aufrechterhal-
tung der Dispersion wihrend einer Zeitdauer, und

d) Mittel zur periodischen Entnahme eines Teils der geziich-
teten Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und Parasiten, wih-
rend sich diese in Dispersion befinden.

6. Vorrichtung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet,
dass die Zentrifuge eine Glocke mit einer inneren Wandung,
die eine praktisch zylindrische Hohlung bildet, einen Einlass in
diese Hohlung und einen Auslass aus der Hohlung aufweist;
Lagervorrichtungen, in denen die Glocke fiir eine Rotation um
die Achse der Hohlung gelagert ist, vorhanden sind, und dass
ein praktisch zylindrischer Kern im Inneren der Hohlung
anwesend ist, der mit der Glocke verbunden ist und dessen
Aussere Zylinderfliche zusammen mit der Flache der inneren
‘Wandung der Glocke eine diinne zylindrische Ringkammer
bildet, die sich zwischen der inneren Wandung der Glocke und
der #usseren Fliche des zylindrischen Kerns erstreckt.
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Die vorliegende Erfindung bezieht sich auf ein Verfahren
und Vorrichtung zur kontinuierlichen Massensuspensionskul-
tur von Zellen sowie Gewebe von Tieren, Mikroorganismen
und Parasiten in vitro.

In der nachfolgenden Beschreibung werden unter «Zellen»
Zellen und Gewebe von Tieren, Mikroorganismen und Parasi-
ten verstanden.

Es wurde eine neue Apparatur gefunden, die in der bioche-
mischen Forschung sehr wertvoll ist und sich besonders gut zur
Ausfiihrung des neuen erfindungsgeméssen Verfahrens eignet.

Diese Erfindung der neuen Apparatur macht wiederum
neuartige Verbesserungen des Verfahrens zur kontinuierlichen
Massensuspensionskultur von «Zellen» in vitro moglich, und
es besteht die Méglichkeit, neue Methoden zur Krebsbehand-
lung bei Siugetieren und neue Methoden zur Kuiturbehand-
lung zwecks Entwicklung von Impfstoffen zu entwickeln.

Das erfindungsgemisse Verfahren ist dadurch gekennzeich-
65 net, dass man

— aus den zu kultivierenden Zellen, Geweben, Mikroorga-
nismen und Parasiten und einer lymphzellfreien Lymphfliissig-
keit ein Gemisch herstellt,



— das Gemisch zur Abtrennung der Zellen, Gewebe,
Mikroorganismen und Parasiten von der lymphzellfreien
Lymphfliissigkeit unter Bildung einer diinnen, linglichen
Schicht von Zellen, Geweben, Mikroorganismen und Parasiten
zentrifugiert,

— die abgetrennte Lymphfliissigkeit durch frische zellfreie
Lymphfliissigkeit ersetzt, wihrend die Zellen sowie Gewebe
von Tieren, Mikroorganismen und Parasiten in diinner Schicht
gehalten werden,

- die diinne Schicht aus Zellen, Geweben, Mikroorganis-
men und Parasiten unter Bildung einer Dispersion in der fri-
schen Lymphfliissigkeit aufhebt,

— die erhaltene Dispersion eine Zeitlang aufrechterhilt,

— die Dispersion zur Abtrennung der Zellen, Gewebe,
Mikroorganismen und Parasiten von der frischen Lymphfliis-
sigkeit unter Bildung einer diinnen, ldnglichen Schicht von
Zellen, Geweben, Mikroorganismen und Parasiten zentrifu-
giert,

— die letztgenannten vier Schritte in der angegebenen Rei-
henfolge mehrmals wiederholt und

— periodisch einen Teil der geziichteten Zellen, Gewebe,
Mikroorganismen und Parasiten abzieht, wihrend sich diese in
Dispersion befinden.

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des erfindungsgemissen
Verfahrens ist dadurch gekennzeichnet, dass man die Disper-
sion von «Zellen» in frischer zellfreier Lymphfliissigkeit
dadurch eine bestimmte Zeit aufrechterhilt, dass man die
Dispersion um eine horizontale Achse mit einer Geschwindig-
keit zentrifugiert, die zum Anlegen einer Kraft entsprechend
einer Beschleunigung von (14X)G an diese «Zellen» wihrend 30
der ersten Halbumdrehung und einer Kraft entsprechend einer
Beschleunigung von (1-X)G wihrend der zweiten Halbumdre-
bung fiihrt, wobei X eine Zahl kleiner als 1 und G die Erdbe-
schleunigung ist.

Die «Zelldispersion» in frischer, zellfreier Lymphfliissigkeit 35
kann wihrend einer vorgegebenen Zeitdauer dadurch auf-
rechterhalten werden, indem man die Dispersion unter peri-
odischem Beschleunigen und Verzogern wihrend der betref-
fenden Zeitdauer zentrifugiert.

Das erfindungsgemisse Verfahren kann zur kontinuierlichen 40
Massensuspensionskultur von «Zellen» eines kranken Organis-
mus in vitro angewendet werden, indem man aus Lymphe, die
aus einer Brustkanal-Fistel kontinuierlich abgezogen wurde,
die Lymphzellen unter Bildung einer diinnen Schicht dieser
«Zellen» zentrifugiert; dass man mindestens einen Teil der
abgetrennten Fliissigkeit abzieht, wihrend die «Zellen» in der
diinnen Schicht gehalten werden; dass man den abgezogenen
Anteil von Lymphfliissigkeit mit «Zellen» eines von einer
spezifischen Krankheit befallenen Organismus vermischt, das
Gemisch zentrifugiert, um die Krankheitszellen von der
Lymphfliissigkeit zu trennen, wobei man eine diinne léngliche
Schicht dieser «Zellen» bildet, diese Lymphfliissigkeit durch
frische zellfreie Lymphfliissigkeit, die von einer anderen
Quelle stammt, ersetzt, die Krankheitszellen in dieser frischen
Lymphfliissigkeit unter Aufhebung der diinnen Schicht aus
«Zellen» redispergiert, die Dispersion eine vorgegebene Zeit-
lang aufrechterhélt, die Dispersion zur Abtrennung der Krank-
heitszellen aus der frischen Lymphfliissigkeit zentrifugiert
unter Bildung einer diinnen Iéinglichen Schicht dieser «Zellen»,
und dass man die letztgenannten vier Verfahrensschritte in der 60
angegebenen Reihenfolge mehrmals wiederholt und periodisch
einen Teil der geziichteten «Zellen» abzieht, wihrend sich
diese «Zellen» in Dispersion befinden.

Die Vorrichtung zur Ausfiihrung des erfindungsgeméssen
Verfahrens ist gekennzeichnet durch 6
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a) Mittel zum Zentrifugieren des genannten Gemisches -
unter Abtrennung der «Zellen» vom Kulturmedium und unter
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Bildung einer diinnen, langlichen Schicht aus Ze]len, Gewebe,
Mikroorganismen und Parasiten,

b) Mittel zum Ersatz des abgetrennten Kulturmediums mit
frischem Kulturmedium unter Aufrechterhaltung der diinnen
Schicht aus den «Zelleny,

c) Mittel zur Aufhebung dieser diinnen «Zellschicht» unter
Bildung einer Dispersion der Zellen, Gewebe, Mikroorganis-
men und Parasiten im frischen Kulturmedium und unter Auf-
rechterhaltung der Dispersion wihrend einer Zeitdauer, und

d) Mittel zur periodischen Entnahme eines Teils der geziich-
teten Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und Parasiten, wih-
rend sich diese in Dispersion befinden.

Eine bevorzugte Vorrichtung ist dadurch gekennzeichnet,
dass die Zentrifuge eine Glocke mit einer inneren Wandung,
die eine praktisch zylindrische Hohlung bildet, einen Einlass in
diese Hohlung und einen Auslass aus der Hohlung aufweist,
dass Lagervorrichtungen, in denen die Glocke fiir eine Rota-
tion um die Achse der Hohlung gelagert ist, vorhanden sind,
und ein praktisch zylindrischer Kern im Innern der Héhlung
anwesend ist, der mit der Glocke verbunden ist und dessen
4ussere Zylinderfliche zusammen mit der Fliche der inneren
Wandung der Glocke eine diinne, zylindrische Ringkammer
bildet, die sich zwischen der inneren Wandung der Glocke und
der dusseren Fléche des zylindrischen Kerns erstreckt.

Fig. 1 ist ein Grundriss einer im erfindungsgeméssen Ver-
fahren verwendeten Zentrifuge.

Fig. 2 ist ein Grundriss der in Fig. 1 gezeigten Zentrifuge,
inklusive deren Antriebsvorrichtung und den nétigen Verbin-
dungen.

Der Grundaufbau des neuartigen Zentrifugalseparators, der
Zentrifuge 40, zur Trennung der Lymphzelien von der Lymph-
fliissigkeit ist in Fig. 1 dargestellt. Obwohl man auch an sich
bekannte Zentrifugalseparatoren zur Ausfiihrung des Verfah-
rens verwenden kann, filhren diese bekannten Apparaturen
zur Sammlung der Lymphzellen in einen kleinen Korper.
Dadurch wird es gewdhnlich schwierig, alle Lymphzellen im
Korperchen richtig zu erndhren. Weiterhin sind grosse Krifte
erforderlich, diese Zellen in eine Suspension zu bringen.

Die neuartige Zentrifuge 40 trennt jedoch die Zellen unter
Bildung einer derartigen diinnen Schicht, dass praktisch sémt-
liche Zellen durch die Lymphe, welche hinter ihnen fliesst,
normal erndhrt werden kénnen.

Wenn die «Zellen» unter Bildung einer diinnen, langlichen
Schicht zentrifugiert werden und nicht als Klumpen oder dicke
Schicht, ist in der Regel nur eine geringere Schwerkraft zu
ihrer Dispergierung erforderlich, und dadurch wird die Schadi-
gung der «Zellen» weiter herabgedriickt. Das Zentrifugieren
der «Zellen» unter Bildung einer diinnen ladnglichen Schicht
kann in bekannten Zentrifugen nicht erreicht werden, ist aber
in der vorliegenden Zentrifuge 40 wegen der grossen Oberfld-
che der inneren Fldche 41 der dusseren Wandung 42 der Zen-
trifugenglocke 45 mdglich, und die gesamte Oberfliche hat
vom Rotationszentrum 43 iiberall den gleichen Abstand.

Eine bevorzugt aufgebaute Zentrifuge 40 (Fig. 1) weist
einen inneren Kern 44 auf, der durch zwei Bolzen 47 (von
denen nur einer dargestellt ist) mit der Zentrifugenglocke 45
verbunden ist, sowie einen Deckel 46, der in eine Ausneh-
mung am Unterteil des Kernes 44 eingesetzt ist. Eine Nabe 48
mit einer Welle 49 ist mit dem Deckel 46 durch Bolzen 47
(von denen nur einer dargestellt ist) verschraubt.

Die Welle 49 ist in den Lagerblocken 50 (Fig. 2) gelagert.
Am entfernten Ende der Welle 49 ist eine elektromagnetische
Bremse 51 und eine Antriebsscheibe 52 angebracht. Ein Rie-
men 53 verbindet die Scheibe 54, welche vom Motor 55 ange-
trieben wird, mit der Scheibe 52, damit die Welle 49 um die
Achse 43 (Fig. 1) angetrieben werden kann.

Die zu trennenden Materialien werden z.B. der Zentrifuge
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40 durch den Polytetrafluordthylenschlauch 56a zugefiihrt,
welcher mit der Glocke 45 durch einen Stopfen 45a des glei-
chen Materials verbunden ist (Fig. 1). Der Schlauch 56a endet
in der Ringkammer 40a, die durch die Winde des Kernes 44
und die innere Wandung 41 der Glocke 45 gebildet wird; die
Ringkammer 40a stellt die Zentrifugenkammer dar. Ein O-
Ring 44c dient als Dichtung fiir diese Kammer.

Radialbohrungen 44a am unteren Ende des Kerns 44 offnen
sich in die Zentrifugenkammer 40a. Die entfernten Enden 44b
der Bohrungen 44a miinden in einen Polytetrafluoréthylen-
schlauch 56b, der mit dem Kern 44 durch einen Pressitz im
Innern eines Rohres 56¢ aus dem gleichen Werkstoff befestigt
ist. Zwischenfithrungen 57 (Fig. 2) aus Polytetrafluorithylen
unterstiitzen die Enden der Rohre 56a und 56b, welche jeweils
mit bekannten Drehdichtungen 58a und 58b verbunden sind.

Beim Betrieb fliesst ein Gemisch von zu kultivierenden
«Zellen» und einer lymphzellfreien Lymphfliissigkeit durch
den Einlass 59a in die Zentrifuge 40. Die Glocke wird um ihre
Achse 43 mit einer solchen Geschwindigkeit gedreht, die zur
Ausiibung einer ausreichenden Gravitationsbeschleunigung auf
die zu kultivierenden «Zellen» geniigt, um sie quer iiber die
Zentrifugenkammer 40a auf die innere Wandung 41 der Zen-
trifugenglocke 45 treten zu lassen, wo sie eine diinne Schicht
auf der Oberfliche der Wandung 41 bilden. Die Bildung einer
diinnen, langlichen Schicht aus Zellen, Gewebe, Mikroorganis-
men und Parasiten kann dadurch erreicht werden, dass man
die Anzahl dieser «Zellen» regelt, welche in die Zentrifuge
eintreten, unter Beriicksichtigung der Oberflachengrosse der
inneren Wandung 41. Die Bildung einer diinnen, ldnglichen
Schicht wird z.B. durch die Regelung der Geschwindigkeit
erleichtert, mit welcher die Lymphfliissigkeit der Zentrifuge
zugefiihrt wird, unter Bezugnahme auf die Gravitationsbe-
schleunigung in der Zentrifuge.

Nach einer bestimmten Zeit kann wihrend der Rotation der
Glocke die zellfreie Lymphfliissigkeit am Ausgang 59b (Fig. 2)
abgenommen werden, und es wird frische zellfreie Lymphfliis-
sigkeit zugefiihrt.

Die Zentrifuge wird dann in der Regel mittels der elektro-
magnetischen Bremse 51 gestoppt, um die zu kultivierenden
«Zellen», die sich in einer diinnen Schicht auf der inneren
Wandung 41 befinden, in der zugegebenen Lésung zu disper-
gieren. Dann kann die Zentrifuge zur Trennung der «Zellen»
von der zugefiihrten Losung wieder in Betrieb gesetzt werden,
und die Losung kann zwecks Zufuhr weiterer Fliissigkeit abge-
zogen werden. Die Zentrifuge wird vorzugsweise wiederum
angehalten, um die «Zellen» in der neuen Ldsung zu disper-
gieren. Die so gebildete Dispersion wird z.B. aus der Zentri-
fuge abgezogen.

Fig. 3 und 4 zeigen eine andere Zentrifugenkonstruktion
400. Die Zentrifuge weist einen Kern 401 auf, der aus Alumi-
nium bestehen kann und eine herausragende Hohlwelle 402
aufweist, die sich in Lagern 403 und 404 zur Rotation um die
Achse 405 drehen kann.

Die Hohlwelle 402 kann auf iibliche, nicht dargestellte
Weise angetrieben werden; am Kern 401, ndmlich an dessen
Ende 407, ist auf iibliche Weise eine Frontplatte 406 ange-
bracht. Das Ende 407 des Kernes 401 weist eine eingeschnit-
tene Nut 408 auf, welche das Fliissigkeitsrohr 409 aufnehmen
kann.

Ein Ende des Rohres 409 ist mit einer iiblichen Drehdich-
tung 410 verbunden, geht durch die Bohrung 411 in der Front-
platte 406 und liegt in der Nut 408, wie aus Fig. 4 hervorgeht.
Das Rohr 409 geht dann durch die Bohrung 412 des Kernes
401 und durch die Hohlwelle 402 bis zu einer zweiten iiblichen
Drehdichtung 413.

Beim Betrieb gelangt ein Gemisch von zu kultivierenden
«Zellen» und einer lymphzellfreien Lymphfliissigkeit in das
Zentrifugenrohr 409 durch die Dichtung 413. Die Drehung
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des Kernes 401 um die Achse 405 verursacht eine Trennung
dieser «Zellen» von der Lymphfliissigkeit in den Bereichen des
Rohres 409, die in der Ringnut 408 liegen.

Bei einer Ausfithrungsform der Zentrifuge 400, wie sie
zurzeit mit Erfolg im Betrieb steht, wurde das Rohr 409 aus
Polytetrafluorithylen hergestellt, besass einen rechtwinkligen
Querschnitt und eine Dicke von etwa 0,75 mm. Der Kern 401
bestand aus Aluminium und die Frontplatte 406 aus durchsich-
tigem Kunststoff.

Bevorzugte kontinuierliche in-vitro-Massensuspensions-
kultur: - 7

Die neue Zentrifuge 40 ist in der Lage, «Zellen» von einer
Fliissigkeit, in welcher sie suspendiert sind, sehr schnell abzu-
trennen und sie in eine sebr diinne Oberflachenschicht zu
iiberfiihren. Diese Zentrifuge kann mit Vorteil im vorliegen-
den neuen Verfahren zur kontinuierlichen Suspensionskultur
von Zellen in vitro verwendet werden. Es folgt eine Beschrei-
bung dieses neuen Verfahrens. Die folgenden Ausdriicke
haben die nachstehend angegebenen Bedeutungen: Gewebe,
Zellen, Mikroorganismen und Parasiten von Saugetieren und
anderen Tieren werden in der vorliegenden Beschreibung als
«Zellen» bezeichnet. Eine Ziichtung von «Zellen» ausserhalb
des Korpers des Wirtstieres wird als Ziichtung in vitro bezeich-
net. Wenn die geziichteten «Zellen» nicht an eine Fléche
gebunden sind, sondern stindig oder absatzweise frei suspen-
diert sind und im Kulturmedium umgeriihrt werden, so wird
diese Ziichtung als Suspensionskultur bezeichnet. Ist die
Anzahl von geziichteten «Zellen» sehr gross, so nennt man
diese Ziichtungstechnik Massenkultur. Setzt man die Ziichtung
iiber lange Zeitrdume fort, beispielsweise Tage, Wochen oder
Monate, so wird diese Kultur als kontinuierliche Kultur
bezeichnet. Wenn schliesslich das Kulturmedium kontinuier-
lich durch das Kulturgeféss strémt, so nennt man dieses Ver-
fahren kontinuierliche Umwilzung des Kulturmediums.

Die Massenkultur von «Zellen» ist sehr wertvoll, wenn man
eine grosse Anzahl von «Zellen» oder ihrer Produkte fiir
diagnostische oder therapeutische Zwecke fiir Tiere oder
Menschen bendtigt. Die Massenkultur ist ebenfalls sehr wert-
voll zur Erzeugung von «Zellen» oder ihren Produkten fiir
wissenschaftliche Untersuchungen.

Weiterhin ist eine Suspensionskultur in Form der Massen-
kultur sehr zweckmissig, weil die Umgebung um jede «Zelle»
die gleiche ist, und weil jede «Zelle» seine Nahrung aus dem

" Medium um die gesamte Oberfliche der «Zelle» entnehmen
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und seine Produkte in dieses Medium abgeben kann. Weiter-
hin gestattet das Umriihren in der Suspensionskultur die Ziich-
tung einer grossen Anzahl von Zellen, Gewebe, Mikroorganis-
men und Parasiten in jedem Ziichtungsbehélter.

Eine kontinuierliche Ziichtung ist weiterhin sehr vorteithaft,
weil eine grosse Anzahl von Abkommlingen der urspriing-
lichen «Zellpopulation» erzeugt und gewonnen werden kann.
Weiterhin ist eine schnelle Umwilzung des Kulturmediums bei
einem kontinuierlichen Umwilzverfahren sehr zweckmassig,
weil die Zusammensetzung des Kulturmediums wéhrend der
Ziichtungsdauer relativ konstant bleibt. Eine Konstanz des
Kulturmediums ist ein Erfordernis fiir die Erzeugung und
Gewinnung von Zellen, Geweben, Mikroorganismen und
Parasiten, die das gleiche Wachstumsverhalten und andere
Eigenschaften wie die urspriingliche «Zellpopulation» zeigen.
Eine Gewinnung von «Zellen» mit konstanten Eigenschaften
ist wichtig, wenn diese oder deren Produkte fiir wissenschaft-
liche Untersuchungen oder zur Diagnose oder Therapie ver-
wendet werden sollen.

Vor der Erfindung wurde die Massensuspensionskultur von
«Zellen» durch Umriihren der «Zellen» und der Medien durch
verschiedene Arten von Riihrern oder durch Bewegungen der
Kulturgefisse erzielt. Dabei floss das Medium in den Kultur-
behilter und verliess ihn wieder. Ein Mitfiihren von «Zellen»



wurde durch Einsetzen eines Filters geeigneter Porengrosse in
die Ausflussleitung des Mediums erreicht. Bei diesem Verfah-
ren tritt die Schwierigkeit auf, dass sich das Filter sehr schnell
verstopft. Die Geschwindigkeit des Filterverstopfens héngt von
der Art der zu ziichtenden «Zellen» ab und auch vom jeweils
verwendeten Kulturmedium. Wenn das Kulturmedium bei

" einem solchen bekannten Verfahren aus frischer, zellfrejer
Lymphe besteht, tritt ein besonders schnelles Verstapfen ein,
welches nur wenige Minuten benétigt. Das verstopfte Filter hat
einen erhShten Widerstand gegeniiber dem Durchfluss zell-
freier Lymphe und fiihrt schnell zu einem Stillstand des Durch-
flusses. Es wurde nun gefunden, dass frische, zellfreie Lymphe
fiir bestimmte Kulturen besonders wertvoll ist, beispielsweise
Treponema Pallidum, und seine Verwendung zu diesem Zweck
ist unten beschrieben.

«Zellen» werden bevorzugt in einer Zentrifuge 40, die oben
unter Bezugnahme auf Fig. 1 beschrieben ist, geziichtet. Die
Apparatur ist so programmiert, dass Aktivit4tszyklen kontinu-
ierlich wiederholt werden. Erfindungsgemiss besteht jeder
Zyklus aus verschiedenen Perioden.

Wihrend der ersten Periode, welche als Zentrifugierperiode
bezeichnet wird, 1dsst man die Zentrifugenglocke mit einer
solchen Geschwindigkeit rotieren, dass am Umfang der Glocke
eine passende Gravitationskraft G erzeugt wird, beispielsweise
an der inneren Oberfldche 41. Demgemiss werden die Zellen
durch die Kraft G an der inneren Fliche 41 festgehalten. Die
Grosse und Anzahl der zu ziichtenden Zellen und die Flichen-
grosse der inneren Oberfliche 41 der dusseren Wandung der
Zentrifugenglocke bestimmt die Dicke T der Schicht von
Zellen, Geweben, Mikroorganismen und Parasiten beim Zen-
trifugieren.

Derjenige Anteil der «Zellschicht», der unmittelbar in
Beriihrung mit dem Kulturmedium ist, erhilt eine optimale
Erndhrung durch das Medium. Demgegeniiber sind die «Zel-
len» in unmittelbarer Beriihrung mit der Wandung 41 der
Glocke mit einer Schicht gepackter «Zellen» bedeckt und
erhalten ihre Ernihrung durch einen relativ ungiinstigen Pro-
zess der Diffusion durch die gepackte «Zellschicht». Da jedoch
die Zentrifugierperiode des Zyklus kurz sein kann, ist es mog-
lich, die ungiinstigen Bedingungen der letztgenannten «Zel-
len» in jedem Zyklus auf einer biologisch unbedeutenden
Grosse zu halten.

Die Verfahrensdurchfiihrung in Zyklen gewéhrleistet
jedoch, wie weiter unten néher beschrieben wird, dass sich
diese «Zellen» in jeder Schicht bei aufeinanderfolgenden
«Zellpackungen» statistisch verteilen.

Die Dicke T der gepackten «Zellschicht», die Dauer der
Zentrifugierperiode und die statistische Verteilung der «Zel-
leny in jhren Packungen wihrend aufeinanderfolgender
Zyklen wird so geregelt, dass man ungiinstige biologische
Effekte aus ungeniigender Erndbrung begrenzt oder beseitigt.
Die Beseitigung der ungiinstigen biologischen Effekte einer
Packung der «Zellen» in Intervallen fiihrt dazu, dass man sich
den Bedingungen annéhert, welche in einer kontinuierlichen
Kultur herrschen, wo die «Zellen» stdndig in Suspension ver-
bleiben.

Wihrend der Zentrifugierperiode wird ein Volumen von
Kulturmedium durch die Kulturkammer 40a derart gepumpt,
dass ein fast vollstandiger Ersatz mit frischem Medium in der
Kammer 40a stattfindet. Die Durchflussgeschwindigkeit des
Mediurms ist so gross wie moglich, um die Dauer der Zentrifu-
gierperiode so kurz wie méglich zu halten. Die Strémungsge-
schwindigkeit wird allerdings begrenzt, um die durch die Gra-
vitation festgehaltenen Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und
Parasiten nicht zu stéren und zu bewegen. Eine solche Bewe-
gung kann zu unerwiinschtem Verlust an geziichteten «Zellen»
fiihren, die mit dem druchgepumpten Kulturmedium verloren-
gehen. Der Verlust an «Zellen» kann vermindert oder vermie-
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den werden, indem man die Gravitation und die Strémungsge-
schwindigkeit entsprechend einstellt, die Kulturkammer 40a
entsprechend auslegt und die Pumptechnik des Mediums

" geeignet wihlt, derart, dass ein laminarer Durchfluss durch die
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Kammer 40a stattfindet und keine Turbulenzen oder Pulsie-
rungen der Fliissigkeit auftritt.

Die zweite Periode des Zyklus wird als «Zell»-Dispersions-
periode bezeichnet. Wahrend dieser Periode wird der Durch-
fluss von Kulturmedium durch die Kulturkammer 40a angehal-
ten, und der Zugang zur Kulturkammer 40a in der Zentrifuge
40 wird geschlossen. Die Drehung der Kulturglocke wird nun
in einem geregelten Mass verzogert. Das kinetische Energie-
moment der geziichteten «Zellen» und des Kulturmediums
fiihrt zusammen mit der Verzogerung der Zentrifugenglocke
zu einer geregelten Relativbewegung zwischen der Glocke und
seinem Inhalt. Als Folge dieser Bewegung wird die Zufuhr
stabile Lage der geziichteten «Zellen» auf der inneren Ober-
flache 41 gestort. Das Ausmass der Glockenverzdgerung
bestimmt das Ausmass der ZellstSrung; diese Stdrung erreicht
einen Wert, bei dem die «Zellen» fast gleichformig im Kultur-
medium dispergiert werden.

Die dritte Periode des Zyklus, bei der kein Durchfluss von
Medium durch die Kammer 40a stattfindet, wird als Aufrecht-
erhaltung der «Zell»-Dispersion bezeichnet. Es wurden zwei
Methoden zur Aufrechterhaltung der «Zell»-Dispersion ent-
wickelt, wobei man die Suspensionsbedingungen der bekann-
ten Wirbelkulturtechnik erhalt.

Bei der ersten Arbeitsweise ldsst man die Glocke um die
horizontale Achse 43 mit einer konstanten niedrigen
Geschwindigkeit rotieren, wobei ein Gravitationsfeld X
erzeugt wird, worin X eine Zahl kleiner als eins bedeutet.
Wenn sich die «Zellen» in der unteren Hilfte der Glocke
befinden, stehen sie unter dem Einfluss einer Kraft (1+X)G,
welche auf den Umfang der Glocke gerichtet ist. Wenn sich die
«Zellen» in der oberen Hilfte der Glocke befinden, wirkt auf
sie eine Kraft (1-X)G, welche auf das Zentrum der Glocke
gerichtet ist. Der kontinuierliche Wechsel dieser Krifte, wel-
che sowohl in Grésse als auch in Richtung verschieden sind,
hilt die «Zellen» in der frischen Lymphfliissigkeit in Suspen-
sion.

Bei der zweiten Arbeitsweise lésst man die Glocke kontinu-
ierlich unter Beschleunigen und Verzogern rotieren. Beide
Perioden erzeugen eine Relativbewegung zwischen dem Inhalt
der Glocke und der Glocke selbst. Es wird also auf die Zellen,
Gewebe, Mikroorganismen und Parasiten ein kontinuierlicher
Disperionseffekt ausgeiibt, so dass sie wihrend dieser dritten
Periode in der frischen Lymphfliissigkeit in Suspension verblei-
ben.

Die vierte Periode des Zykius wird als «Zellpackungsperi-
ode» bezeichnet. Wihrend dieser Periode stromt kein Medium
durch die Glocke. Die Zentrifugenglocke wird beschleunigt,
bis sie eine vorgegebene Rotationsgeschwindigkeit erreicht
hat, welche solange aufrechterhalten wird, bis die in Suspen-
sion befindlichen «Zellen» unter Bildung einer diinnen Schicht
auf der Oberfliche der inneren Wandung 41 zentrifugiert sind.
Es ist manchmal vorteilhaft, die so erzeugte Gravitationskraft
zu vermindern, um die richtige Packungsdichte zu erzielen
oder um diese Bedingung aufrechtzuerhalten, wenn die Zellen
gepackt worden sind. Eine Verminderung der Gravitations-
kraft verkleinert die Packungsdichte und vermindert die
Schwierigkeit, die «Zellen» anschliessend neu zu dispergieren.

Am Ende der vierten Periode beginnt ein weiterer Zyklus.
Periodisch sammelt man statistische Aliquote der geziichteten
Zellen, Gewebe, Mikroorganismen und Parasiten, indem man
Kulturmedium durch die Zentrifuge fliessen ldsst, wenn die
«Zellen» in Suspension sind.

Das oben beschriebene neue Verfahren zur kontinuierlichen
Massensuspensionskultur von Zellen, Geweben, Mikroorganis-
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men und Parasiten in vitro ist als Methode zur Herstellung von
Impfstoffen fiir aktive Inmunisierung beispielsweise gegen
Treponema Pallidum, Leprosie und Parasiten in Menschen und
Tieren wertvoll.

Das erste Erfordernis fiir die Erzeugung solcher Vakzine,
beispielsweise gegen Syphilis, ist die Ziichtung des Organismus -
Treponema Pallidum in grossen Mengen derart, dass seine
Antigenitit und andere Eigenschaften nicht verdndert werden.
Viele Versuche in dieser Richtung vor der vorliegenden Erfin-

5

dung waren erfolglos. Dies ist mit grosser Wahrscheinlichkeit 10

auf die Tatsache zuriickzufiihren, dass eine geeignete Kultur-
umgebung bisher nicht erzielt werden konnte.

Das angegebene neue Kulturverfahren unterscheidet sich
grundsitzlich von den bisher bekannten Verfahren, da es
genau die Bedingungen simuliert, bei denen der Organismus
im Korper wichst.

Bei dem bevorzugten Verfahren zur Herstellung von Impi-
stoffen werden Zellen sowie Gewebe von Tieren, Mikroorga-
nismen und Parasiten, in extrazelluldrer Fliissigkeit, in zell-
freier Lymphe aufgeschwemmt.

Die bekannten Gewebekulturen und die zugehdrigent
Arbeitsweisen sind in doppelter Hinsicht fehlerhaft, namlich
beziiglich der Zusammensetzung des Mediums und seiner
Verinderlichkeit von Stunde zu Stunde und von Tag zu Tag.
So konnen z.B. die Einschrinkungen einer Gewebekultur
iiberwunden werden, wenn man die Gewebe in unverinderter,
frischer, zellfreier Lymphe wachsen ldsst, unter der Vorausset-
zung, dass das verwendete System die passenden zelluldren
Wechselwirkungen zulisst. Der Nachdruck, der bei dem Ver-
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fahren auf unverinderte, frischie, zellfreie Lymphe gelegt wird, 30

gibt das Erfordernis einer konstant gehaltenen Umgebung
wieder sowie die Tatsache, dass viele wichtige Regulatoren der
Zellaktivitit in Blut oder Lymphe labil sind.

Die grundiegende Zielsetzung des neuen Verfahrens ist die

Ziichtigung von Zellen sowie Geweben von Tieren, Mikroor- 35

ganismen und Parasiten ausserhalb des Korpers, auf eine
solche Weise, dass sie sich z.B. so verhalten wie Gewebe,
welches im Kérper wichst. Dieses Verfahren kann auch zum
Studium des Wachstums, des Verhaltens, der Funktion und der

Reaktion auf exogeno und endegeno Agenzien verschiedener 40

Gewebe angewendet werden; beispielsweise Lymphozyten,
Lymphoidgewebe, Knochenmarkzellen, Thyroid- und Krebs-
zellen, wenn sie in unvernderter, frischer, fliessender, zell-
freier Lymphe geziichtet werden; und zum Vergleich dieser
«Zellen» mit denjenigen, die nach bekannter Gewebekultur-
verfahren erzeugt wurden.

Bei einer weiteren Ausfithrungsform wurde eine neuartige
Suspensionskultur entwickelt. Diese Ausfiibrungsform besitzt
die folgenden Merkmale: (a) Lymphe stromt durch die Kultur,
ohne dass Zellen aus der Kultur verlorengehen; (b) es sind
gerelte, wiederholte Intervallperioden von Zelldispersion und
Zellenkontakt moglich, beispielsweise wenn man eine
gemischte Population von Phagocyten und Lymphocyten ziich-
tet, wobei die Phagocyten an kleinen Glas- oder Kunststoffku-
geln gebunden bleiben und die Lymphocyten alternierend in
Suspension oder in Beriihrung mit den Phagocyten gebracht
werden; diese Arbeitsweise hat zum Zweck, den Lebenszyklus
der Lymphocyten in vivo nachzuahmen, welche alternierend
frei in Lymphe oder Blut sind und dann in Beriihrung mit
Phagocyten und anderen Zellen gelangen; und (c) es ist eine
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wiederholte Probenahme der geziichteten Zellen auf einfache
Weise moglich. Diese Arbeitsweise hingt davon ab, ob eine
Kulturkammer zur Verfiigung steht, die um eine horizontale
Achse 43 drehbar ist, beispielsweise eine solche gemiss Fig. 1.
Dic Umdrehungsgeschwindigkeit kann nacheinander und
automatisch verindert werden, um eine Kraft von etwa 0,9 G
7zu erzeugen, welche eine schwache Bewegung erzeugt,
wodurch die Zellen in Suspension gehalten werden, und eine
Kraft von 100 G gefolgt von einer Kraft von 5 G, um die
Zellen vorsichtig zur Erzeugung eines Zellkontaktes in eine
Packung zu iiberfiihren.

Es werden nun Moglichkeiten, die das Verfahren zur Ziich-
tung von Zellen sowie Geweben von Tieren, Mikroorganismen
und Parasiten ausserhalb des Korpers bietet, gegeben, derart,
dass sie sich so verhalten und derart auf exogene und endo-
gene Stimulanzien reagieren, als ob sie sich im Korper befin-
den wiirden. Diese Beispiele sind im allgemeinen so ausgelegt,
dass die Morphologie des Gewebe-Wachstums, die enzymati-
sche Aktivitit, die synthetische Fahigkeit und die Reaktion auf
Agenzien beim Wachstum in vitro unter standardisierten
Gewebekulturbedingungen mit denen in frischer, strtémender,
zellfreier Lymphe verglichen werden konnen.

Lymphocyten und Lymphoidgewebe

Lymphocyten wurden mit und ohne kontinuierlichen oder
diskontinuierlichen Kontakt mit Phagocyten geziichtet und
werden durch Morphologie, Reaktion auf Antigen und Phyto-
hémagglutinin und durch ihre Fahigkeit, eine primére Immun-
reaktion einzuleiten, bestimmt. Die Immunreaktion wird durch
die Plattenprobe nach Jerne auf RBC-Antigen oder durch eine
Modifizierung dieser Plattenmethode auf I6sliche Antigen
gemessen.

Ausfiihrungsbeispiel

Ein Gemisch aus zu kultivierenden Schafknochenmark-
Zellen und einer lymphzellfreien Lymphfliissigkeit wurde in
einem Testrohr hergestellt unter Verwendung von 50 bis 100
Millionen Markzellen (ungefshr 1 Liter pro Tag). Zentrifugie-
ren mit 0,6 g ergab eine Suspension. Das nachfolgende Zentri-
fugieren mit 50 g wahrend 4 bis 5 Minuten ergab Trennung
und Bildung von diinnen Zellschichten. Wéhrend dem Zentri-
fugieren mit 50 g wurde frische Lymphfliissigkeit zugegeben,
um 90% der abgetrennten Lymphfliissigkeit zu ersetzen (dies
dauerte etwa eine Minute). Das Gemisch wurde dann durch-
schittlich wihrend 5 Minuten getrocknet, um die Zellen zu
stéren und um eine instandgehaltene Suspension oder Disper-
sion zu bilden, gefolgt von Zentrifugieren bei 50 g wéhrend 4
bis 5 Minuten, um eine Trennung der Zellen und die Bildung
von diinnen verlingerten Zellschichten zu erreichen.

Die Schritte Lymphersetzung, Storen, Instandhalten der
Dispersion und Zentrifugieren wurden iiber eine Periode von 4
bis 5 Tagen wiederholt (mit Zentrifugieren jede halbe Stunde),
wobei jedes Mal 90% der Lymphfliissigkeit ersetzt wurden.
Schafknochenmark unter Standard-Kultur-Bedingungen ver-
liert die spezielle histologische Struktur und das Aussehen
innert 1 bis 12 Tagen. Bei diesem Beispiel war dies beim
Schafmark nach 4 bis 5 Tagen der Fall, wie ein Knochenmark-
Spezialist unter Anwendung histologisch mikroskopischer

60 Priifung herausfand.
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