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Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde ein neuer Ansaiz flas Tissue Engineering
theoretisch und praktisch auf seine Durchfuhrbarkend Erfolgsaussichten hin
untersucht. Die Generierung dreidimensionaler Gewiebvitro gelingt aktuell nicht.
Der Grund hierfur wird in der unzureichenden Vegsmyg der in der Tiefe des Gewebes
liegenden Zellen mit Nahrstoffen und Sauerstoffrugiet. Die zielfiUhrendste L6sung

dieses Problems ware die Versorgung dieser Zellechcein Blutgefal3system.

Um diese Annahme zu Uberprufen, bedarf es einagrggen Testsystems. Will man
ein Gewebe an ein Blutgefallsystem anschlieBen, ges ndas Testsystem die
Kultivierung dieser Gewebe erlauben und ein geggm&efallsystem zur Verfigung
stellen. Der sich entwickelnde Vogelembryo bietat leochproliferatives Gefaldsystem
und lasst eine Eignung zur Kultivierung von Zellend Geweben vermuten. Auch
bildet das Vogelei die Vorlage fur ein technischeisubationssystem fur das Tissue
Engineering. Daher wurde das Vogelei als Testsystemlieser Arbeit gewéhlt. Um
Gewebe- und Zellkulturexperimente durchfihren zankgin sowie die Funktionsweise
des Bioreaktors Vogelei besser zu verstehen, muastéchst eine umfangreiche
technische Entwicklung und Evaluation durchgeflikverden, damit der sich
entwickelnden Embryo in ausreichender Qualitat ieltt, dokumentiert und
manipuliert werden kann. Dies ist in der geschlosseund blickdichten Kalkschale
nicht maoglich.

Es wurde ein Kultivierungssystem entwickelt und lenat, welches die vollstandige
Embryogenese ermdglicht. Des Weiteren wurde eirsclief3lich aus kunstlichen
Materialien bestehendes Kultivierungssystem entalickwelches alle bekannten
vergleichbaren Kultivierungssysteme sowohl in deskidnentationsmdoglichkeiten als
auch in der maximal moglichen Kultivierbarkeit déygelembryonen deutlich Gbertrifft
und eine vollstdndige Beobachtung des Embryos gulddach Auswertung der
Leistungsparameter kommerziell erhdltlicher Inkobet wurden zwei neuartige
Inkubatoren entwickelt, aufgebaut und evaluiert,t mdenen eine automatisierte
Inkubation und Dokumentation der sich entwickeln&snbryonen mdglich ist und die

ein systematisches Arbeiten deutlich erleichtern.



Unter Verwendung der im Rahmen dieser Arbeit gemntm Werkzeuge und Protokolle
zur Handhabung von Huhnerembryonen wurden expetetierbaten zur Kultivierung
von Saugerzellen und Geweben generiert. Nur mit idenRahmen dieser Arbeit
entwickelten technischen Systemen war eine st&hilevierung der Hihnerembryonen
und damit auch die Kultivierung von Fremdzellensva#s grundlegende Voraussetzung
fur das Tissue Engineering anzusehen ist, modbets. Schlisselexperiment stellte der
Anschluss eines Gewebes an das Blutgefal3systentrbsyos dar. Hierzu musste
zunachst einmal die Durchfiihrbarkeit einer Zell- durGewebekultur in-ovo
nachgewiesen werden und die optimal daflr geeigRetsition in ovo gefunden
werden. Als optimal geeignet fur die KultivierungrnvZellen und Geweben wurde die
Chorionallantoismembran bewertet. Der Anschluss Menzmuskelspharoiden an das
BlutgefaRsystem des Embryos konnte erstaunlicheenaiich ohne die Zuhilfenahme
von Wachstumsfaktoren durchgefiihrt werden, wasgdimdlegende Mdoglichkeit zur
Generierung von dreidimensionalen Geweben uber diffesionsbegrenzte Dicke

hinaus fir mdglich erscheinen lasst.



Summary

In this work a new approach of generating functidissues and organs with tissue
engineering techniques was investigated. The geoeraf three-dimensional tissue is
currently not possible. The reason therefor isitisaifficient supply of the inner cells
with oxygen and nutrients. The best way to solve pinoblem is the supply of the cells

with a vascular system.

To evaluate this, a suitable test system is requffer the connection of a tissue with a
vascular system a test system has to allow thevatitin of that tissue and has to
provide a vascular system. The developing chickehrgo has a proliferative vascular
system and all the signs are that it is possiblpeidorm cell and tissue culture in it.
This is the reason why the chicken embryo was ah@methe experiments in this work.
For cell culture experiments an extensive techrilealelopment and evaluation had to
be done to allow high quality documentation and imaation which was not possible
in the closed and opaque eggshell. A cultivatiostesy was developed and evaluated
which allows the whole embryogenesis to take pldéarthermore a completely
artificial cultivation system which outnumbers dthown systems of that kind
concerning documentation quality and maximum saivif the embryos by far was
successfully implemented. After evaluating the ke incubators two completely
new incubators were build up and successfully teste automated incubation and
documentation. Those new incubators facilitatedystesnatic investigation in this

thesis.

Using the newly generated tools for the handlinghef chicken embryo experimental
data concerning the cultivation of cells and tissu®vo were generated. Only with
those new systems a stable embryo culture washpessid with that the cultivation of
foreign cells. The key experiment was consideresl dbnnection of a tissue to the
vascular system of the embryo. Therefor the pdggilio perform cell and tissue
culture as well as the optimal spot in ovo had ¢oftlund. As an optimal spot the
chorioallantoic membrane was identified. The cotioacof heart muscle spheroids to
the vascular system of the chicken embryo was ssbdéy performed without any
growth factor what makes it look possible to geteetaree dimensional tissues with

that technique.
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Einleitung

1 Einleitung

In der Transplantationsmedizin spielt die Versogyumit Spenderorganen und
Spendergeweben eine zentrale Rolle. Aus den vexehsten Grinden, wie etwa
Verletzung oder Krankheit, entstehen Situationen, denen Menschen auf
Spenderorgane und Spendergewebe angewiesen solderRe bei der Behandlung
solcher Situationen ergeben sich schon seit langemcht mehr aus der
Operationstechnik oder der immunologischen Akzeptaansplantierter Gewebe. Fir
fast jedes Organsystem existieren funktionierendeangdplantationsprotokolle.
AbstoBungsreaktionen koénnen durch Vorauswahl desnd&pwmaterials und
Immunsuppression minimiert werden. Vielmehr herrseim allgemeiner Mangel an
geeigneten Organen und Geweben zur Transplant®iarch Spender allein kann der
Bedarf trotz umfangreicher Programme zur FérdemegrgSpendenbereitschaft auch in
Zukunft nicht gedeckt werden. Um die Kluft zwisch@mgebot und Nachfrage zu
schlieBen, wird auf dem Feld des Tissue Enginesnumgl der Regenerativen Medizin

an Losungen flr dieses Problem gearbeitet.

Tissue Engineering beschreibt die In-vitro-Erzeugwon biologischen Geweben und
Organen durch gerichtete Kultivierung und Differenang von Zellen, die z.B. durch
Stutz- und Geruststrukturen in eine gewiunschte Fgebracht werden kann. Die
Regenerative Medizin beschaftigt sich mit der Heglwerschiedener Erkrankungen
durch biologischen Ersatz und Anregung der natiglc Heilungsprozesse mittels
Stammzellen. Die beiden Disziplinen tUberschneided arganzen sich gegenseitig.
Dennoch ist der Fortschritt des Tissue Engineermgsuf wenige Ausnahmen bislang

noch weit hinter den gestellten Erwartungen zurjetdieben.

1.1 Aufgabenstellung

Nur in wenigen Ansétzen des Tissue Engineeringd die Versorgung der generierten
Gewebe uber ein Gefal3system berucksichtigt. Entwistiman technisch noch nicht so

weit fortgeschritten, dass dieses Problem angegangeden kann oder man kampft
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mit dringenderen Problemen, wie der Immuntolerdder Ansatzpunkt dieser Arbeit
liegt bei der Betrachtung der nattrlichen Entstghuon Organen, der Embryogenese.
Aus der Menge der unterschiedlichen ModellsystesreEmbryogenese erscheint die

Embryologie der Vogel als am vielversprechendsten.

Die Entwicklung der Vdgel verlauft in einem extragoral inkubierten Ei. Das Vogelei

entspricht in seinen Eigenschaften geradezu eireimischen Inkubator. Das, was im
Tissue Engineering erreicht werden soll, ndmligh@enerierung von funktionsfahigen,
grof3en Organen, lauft unter Induktion von Vaskufegge und Angiogenese im Vogelei
in perfekter Form ab. Somit kdnnte das Vogelei @atVorbild fur einen technischen
Inkubator fur das Tissue Engineering dienen. Dagel& ist vom Mutterorganismus

abgel6dst und bedarf zur Entwicklung lediglich eerigphysikalischer Parameter. Es
mussen nur Warme, Bewegung und ein Gasaustaudobrgastellt werden, um die

Entwicklung des Embryos zu starten und aufrecherialten.

Die Hypothese dieser Arbeit besagt demnach, dassVdagelei ein Vorbild fir ein
technisches Kultursystem fir das Tissue Engineemang Produktion von Organen
darstellt. Es muss systematisch technisiert werdienes in all seinen Komponenten zu
verstehen. Aul3erdem ist es zwingend notwendig a@aeMi flr die Nutzung im Tissue
Engineering zugénglich und technisch beherrschbar machen. Um die
durchzufiihrenden Modifikationen und Manipulatioreasf ihre Auswirkungen auf die
Grundeigenschaften des Eies beurteilen zu kdnniet,em Test bendétigt. Der Test, der
hier als geeignet erachtet wird, ist der vollstgediAblauf der embryonalen

Entwicklung und der Schlupf des Kikens.

Das Ziel dieser Arbeit ist die Generierung von Gesve mit Gefal3system in dem
Vogelei ahnlichen Kulturen. Die Vision, die den R&mn dieser Arbeit aber Ubersteigt,
ist die Generierung von funktionalen Organen aelséein Wege. Um dieses Ziel zu

erreichen, werden zwei Wege verfolgt:

1. Die schrittweise Technisierung aller Komponentes degeleies zur Schaffung
eines vollstandig artifiziellen In-vitro-Kultursysns

2. Die Einbringung, Kultivierung und Anbindung an eBlutgefal3system von
Saugetierzellen und Saugetiergeweben in das Eymditbthne Embryo.
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Am Schlupf der Kiken soll getestet werden, ob dieckgefiihrten Veranderungen
nicht die Grundeigenschaft des Eies beeintrachtipen. Die Arbeit hat dadurch eine
Trennung in einen technischen Teil mit intensivamwicklungs- und Evaluations-
Experimenten und einen biologischen Teil mit umfaighen In vitro sowie in vivo

Kultur-Experimenten.

1.2 Tissue Engineering

Der Wunsch Verletzungen, Missbildungen oder denligervon Organen, Geweben
und Gliedmalfien zu korrigieren, ist so alt wie dieditin selbst. Eine friihe Darstellung
dieser Vision findet sich in der griechischen Séber die Bestrafung des Prometheus.
Dieser wurde an einen Felsen gekettet und taghchemem Adler aufgesucht, der ihm
die Leber herausriss und die sich taglich neu teld8emerkenswert an dieser
Darstellung ist, dass die Wahl der antiken Autogenade auf die Leber fiel, welche
heute fur ihre hohe Regenerationsfahigkeit bekaisht Ob die Auswahl auf
medizinischen Erfahrungen beruhte, bleibt SpekafatBis zum heutigen Tag ist das
erstrebenswerte Ziel der Herstellung funktionalergabe, die durch eine Art
Regeneration wie bei Prometheus als Ersatz dietveneh, nicht erreicht. Bereits in der
Antike wurden GliedmalRRen durch Repliken aus Holetdd oder Knochen ersetzt, um
die betroffenen Patienten kosmetisch, wie auch edingtem Male funktional, zu
unterstitzen [14]. Im 16. Jahrhundert wurden ev&esuche unternommen, Prothesen
aus humanem Gewebe herzustellen, wie etwa Taghkason Bolognia, der aus der
Haut des Unterarmes eine Nasenprothese hersteije Ein grol3er Fortschritt bildete
die  Entwicklung der Transplantationsmedizin. Die ster erfolgreiche
Organtransplantation am Menschen wurde 1954 duféhde[103]. Murray und
Kollegen transplantierten dabei einem 23-jdhrigenanM die Niere seines
Zwillingsbruders. Die erste erfolgreiche Nierensplantation von genetisch
unterschiedlichen Personen konnte Murray 1959 dilincen. Die AbstoRungsreaktion
des Empféangers wurde hierbei durch den EinsatzR@mtigenstrahlung und Kortison
unterdriickt. Bis heute wurden gro3e Fortschritte imBereich der
Transplantationsmedizin erreicht, sodass es mogkth nahezu alle Organe zu

transplantieren.
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Trotz aller Bemuhungen Klafft seit jeher eine ingtable Licke zwischen dem Ange-
bot und der Nachfrage von Spenderorganen. So st im Zustandigkeitsbereich
von Eurotransplant 10757 Patienten auf der Wattefigr eine Spenderniere. Im glei-
chen Zeitraum konnten aber nur 1682 Spenderorgaretdpestellt werden [36]. Auch
auf langere Sicht ist, auf Grund der demographisdietwicklung und der begrenzten
Bereitschaft der Bevolkerung zur Organspende, k&esserung dieser Situation zu
erwarten. Aus dieser Sachlage heraus haben sidRedeache des Tissue Engineerings

und der Regenerativen Medizin entwickelt.

Ziel dieser Forschungsgebiete ist es, durch die Idoation von Zell- und

Gewebekultur mit Materialbearbeitungstechniken &r$ar geschadigte und zerstorte
Gewebe und Organe in vitro zu generieren, um dies@ zu implantieren. Das Tissue
Engineering bietet gegenuber der Organtransplantatien Vorteil, dass durch die
Nutzung autologer, also korpereigener Zellen, dmewunreaktion vermieden wird,

wodurch folgerichtig auch die mit Nebenwirkungenrbusndene Immunsuppression
entfallen kann. Der Organspender wirde durch digiNg autolog gewonnener Zellen
und Gewebe seine Stellung als einzige Quelle voweBen fir Transplantationen
verlieren und eine unbegrenzte Anzahl an Transglentwéare verfuigbar. Dies ist der
grof3e Vorteil, den das Tissue Engineering gegendilben alternativen Ansatzen bietet

und weswegen es auch als zielfihrend und erfolgpvechend gilt.

Das grof3e Ziel des Tissue Engineerings ist die Ugaeg eines kompletten Organs in
vitro, das in seiner Struktur und Funktion dem idrer gewachsenen gleicht. Im Zuge
der Diskussion um das Tissue Engineering werdeBdggiffe Gewebe und Organ oft
vermischt. Die Begriffe sollen daher kurz erlautegrden, um die Erfolge des Tissue
Engineerings besser einordnen zu kdnnen. Ein Getlvesteht aus einem oder wenigen
Zelltypen, ist von einfacher Struktur und nimmt htidiberlebenswichtige Aufgaben
wahr. Ein Organ besteht immer aus mehreren Zelitypeist eine komplexe Struktur

auf und nimmt meistens uberlebenswichtige Funktiomahr.

Es werden mehrere Ansatze zur Bereitstellung vajaen auch aul3erhalb von Tissue
Engineering verfolgt, die im Folgenden kurz disktti werden sollen, um die

Problematik des Themenfeldes zu beleuchten:
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l. Nutzung von Organen anderer Spezies als Xergjfantate

Die Erh6hung der Anzahl verfigbarer Ersatzorgamelem man speziesfremde Organe
nutzt, ist ein Ansatz, der eine rasche Losung dekl&mns verspricht. Die Verfugbarkeit
von tierischen Organen zur Deckung des Transplantsdiedarfes wére in Bezug auf
die bendétigte Menge durchaus denkbar. Durch dievilodigkeit, z.B. einer sterilen
Tierhaltung wéare damit allerdings ein hoher finatler Aufwand verbunden.
Insbesondere Uber die Nutzung von Schweineorgametenn den vergangenen Jahren
vermehrt publiziert [28, 25]. Obwohl Primaten mind Menschen genetisch néher
verwandt sind, hat sich das Schwein als besser goeteir Spender fir
Xenotransplantate, insbesondere des Herzens, erwiedie Transplantation des
Herzens eines Pavians in den Korper eines Neugedorenit hypoplastischem
Linksherzsyndrom l6ste Mitte der 1980er Jahre rd@im Tod des Sauglings eine bis
heute andauernde Diskussion tber Xenotransplassté8]. Anders verhalt es sich mit
Gewebeteilen far Transplantationszwecke. Die Treamgation von
Schweineherzklappen wird nach einer Behandlungdbeisamtliche antigentragenden
Zellen entfernt werden, erfolgreich durchgefihrie 3o behandelten Herzklappen
werden als brauchbare Alternative zu kunstlichemziklappen angesehen [15]. Das
grofite Problem der Xenotransplantate stellt die ummaaktion des Empfangers dar.
Diese fallt bei Xenotransplantaten, verglichen Alibtransplantaten (Transplantat von
nicht genetisch identischen Spendern derselben dettlich starker aus. Die Nutzung
starker Immunsuppressiva, die nétig ist, um dietdB®sngsreaktion zu unterdriicken,
bildet, durch die stéandige Gefahr von Infektione@men schweren Eingriff in die
Lebensqualitat der Patienten. Des Weiteren besteét der Nutzung von
Xenotransplantaten die Gefahr der Ubertragung tiifeér Keime vom Tier auf den
Menschen. Auch ungeklarte ethisch-rechtliche Bedenstehen im Raum und bilden
Hemmnisse fur die klinische Nutzung [3]. Der ursmiich vielversprechende Ansatz

ist bis heute noch wenig fortgeschritten.
I Anregung der Selbstregenerationsfahigkeit desigédigten Organismus

Das Vorbild dieses Ldsungsansatzes bietet die Ns#liost. Vom mexikanischen
Schwanzlurch Axolotl Ambystoma mexicangnund anderen Amphibien ist bekannt,
dass verlorene Gliedmal3en innerhalb von wenigerT aggeneriert werden [22, 68].
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Diese bemerkenswerte Fahigkeit erstaunt MenschejeBer und regt ihre Fantasie an.
Diese Fahigkeit zur Regeneration wird auch im geodeen Erbe des Menschen,
allerdings blockiert, vermutet. Eine solche Regatien anzuregen, um Organe und
Gewebe wiederherzustellen, ist das Ziel dieses thasa Dies konnte jedoch
ausschlief3lich durch genetische Manipulationenlgegfo Zunachst einmal gilt es, die
Prinzipien der Regeneration zu verstehen. Verstioden auf Ebene der Versuchstiere,
wie z.B. Drosophila@rosophila melanogastgund Zebrafisch@anio rerio), statt. Der

grofdte Anteil der Forschergruppen auf diesem Feldoigt die Regeneration von
Nervenstrangen zur Heilung von unfallbedingten Léahgen [93]. Die Regeneration
von vollstdndigen Organen beim Menschen mit dieg@satz scheint noch in weiter
Ferne zu liegen. Als kritisch werden ungeklartasetie und rechtliche Aspekte wegen

der notwendigen genetischen Manipulationen angesehe
1l Erzeugung von kunstlichen Hybridimplantaten

Hybridimplantate ersetzen nicht das vollstandigegadr sondern nur dessen
physiologische Funktion. In den meisten Féllen leéindes sich um

biologisch/technische Schnittstellen, die als Impée zu betrachten sind. Ein Beispiel
hierfir ist die Nutzung von Leberzellen in einenoigiaktor, welche der physiologische
Funktion der Leber, analog der Dialyse, entsprecffh 9]. Dieses System der
extrakorporalen Leber findet auch in anderen Faldee der Arzneimittelanalyse als
Testsystem Anwendung [109]. Sehr gut arbeiten E@&zunterstlitzungssysteme, die
wesentlich besser als komplett kinstliche Herzenktfanieren. Solche Ansatze
scheinen in ihrer Funktion relativ zuverlassig zeins stellen aber selten eine
Dauerlésung dar. Die Schnittstelle zum Patientemash weit von dem entfernt, was
man als vollwertigen Ersatz eines Organes bezerchkaan. Als Briickenlésung sind
diese Hybridsysteme sehr wertvoll und haben ihirdddhe Anwendung gefunden. Mit
dem Zel die Funktion verlorengegangener Organe edit und ohne

Einschrankungen wiederherzustellen, sind diesee8ystmomentan nicht vereinbar.
v Bewachsen eines kinstlichen Geriists mit Zellen

Dieser weit verbreitete Ansatz nutzt nattrlichey \atlem aber kinstlich erzeugte
Geruststrukturen, so genannte Scaffolds, als Waetsgirundlage von biologischen

Material. Die meisten Anwendungen des Tissue Emgings beruhen auf dieser
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Technik. Auf den geometrisch vorgeformten und biokatiblen Strukturen sollen die
Zellen eine Orientierung erhalten und die gewuresdkdrm bilden. Ein Beispiel fir
diesen Ansatz ist die in der Presse als ,OhrmaAgbi{dung 1) bezeichnete Arbeit
[21]. In dieser Studie wurde ein Polymerscaffoldenndie Haut von Nacktmausen
gebracht und zusammen mit Chondrozyten kultivieih weiteres Beispiel ist die
kiinstliche Haut Integfa Hier dient eine Proteinmatrix als Substrat fig Besiedelung
mit Zellen. Das Material wurde bereits 1981 von k&ubeschrieben und z&hlt heute zu
den am besten untersuchten Tissue Engineering Reygwas auch in der Klinik zur
Behandlung grof3flachiger Verbrennungen eingesetrt \W.8]. Hierbei dient das
Material zunachst als Wundabdeckung und wird devegise von den kdrpereigenen
Zellen bewachsen und degradiert. Klinische Erfédgenten auch mit Knorpelgeweben
auf Hyaluronséurebasis erzielt werden [65]. Diesesatz zeigt die besten Ergebnisse
und den weitesten Fortschritt. Er findet an vielearschiedenen Organ- und
Gewebesystemen wie etwa Muskeln, Haut, Knorpel,re\ieNerven und Leber
Anwendung [56]. Die ersten Produkte, wie etwa diedtliche Haut, kbnnen als
einfache Organe bezeichnet werden und sind bemtklinischen Einsatz. Die
Erzeugung grol3er dreidimensionaler Gewebe und @rgahdiesem Ansatz ist bisher
nicht gelungen.

Abbildung 1: Mit Chondrozyten besiedeltes und unterdie Haut einer Maus transplantiertes Polymergeriisin
Form einer menschlichen Ohrmuschel [21]
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\% Dezellularisierung und anschliel3ende Wiederbésngpvon Organen mit
Zellen

Die Nutzung der natirlich gewachsenen zellfreiestdédnmatrix von Organen steht im
Zentrum dieses Ansatzes. Die Organe werden in eiRarfusionsverfahren von
samtlichen Zellen befreit, wobei nur die extradéie Matrix Ubrig bleibt. Dieser
Prozess ist fur viele Organe, wie z.B. dem Hergcbeeben [44, 47, 26]. AnschlieRend
soll die Neubesiedelung mit Zellen des Patientemr Miiederherstellung der
physiologischen Funktion fihren. Am Herz der R@Rattus norvegicyswurde dieser
Prozess durchgefihrt und mit Herzmuskel- sowie Hradpellen soll eine
Neubesiedelung der Proteinmatrix erreicht (Abbilgl®). Eindrucksvoll konnte dabei
eine makroskopische Kontraktion des Konstrukts igezeverden [80]. Weitere
Anwendungen findet der Ansatz bei anderen Orgaesyst, wie z.B. der Lunge [83].
Hier werden aktuell methodische und materialteaim@sversuche zur Optimierung des
Dezellularisierungs- und Wiederbesiedlungsprozesiseshgefuhrt. Eine Nutzung im

lebenden Organismus wurde noch nicht beschrieben.

Abbildung 2: Dezellularisierung eines Rattenherzens Links: Schrittweise Dezellularisierung eines
Rattenherzens mittels Perfusionsverfahren zur nacligenden Neubesiedlung mit Zellen. Rechts:
Gewebeschnitt mit H/E-Férbung des vollsténdig dezkllarisierten Gewebes, Balken entspricht 200 um[80]

Bei den mit diesem Ansatz erzeugten Geweben haadealich um dinne und einfache
Strukturen. Obwohl eine beeindruckende Leistunggteedas neu besiedelte Herz,
verglichen zum gewachsenen Herzen, gerade einmalRampleistung von 2 % [80].

Damit ist es weit von dem entfernt, was das naflifjewachsene Herz leistet und ein
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In-vitro-Herz zu leisten im Stande sein muss. D@oiination der Kontraktion sowie
die Offnung der Herzklappen bildet den néchsterriBcten es zu beherrschen gilt, um
die Leistung zu erhdhen. Dazu bedarf es der rabenicPlatzierung verschiedener
Zellen. Fur komplexe Organsysteme mit physiologesdieistung scheint die Technik

noch nicht weit genug fortgeschritten zu sein.
VI Aufbau von Strukturen aus einzelnen Zellen

Die rdumliche Positionierung einzelner Zellen winth sogenannten Bioprinting
durchgefihrt. Die Erzeugung einer Geometrie ohmekttrgebende Komponente
wirde die Frage des Verbleibs der StutzstruktuKimper klaren. Diese neue Technik
ermoglicht die freie Festlegung des Platzes detedein einem dreidimensionalen
Konstrukt. Boland et. al. beschreiben einen Prqzestem sie ein thermosensitives Gel
zur Auftragung der Zellen nutzen, um deren raureliciPlatz einzugrenzen [16]. Die
Erzeugung von Mikrogeweben, die als Bausteine fiib3gre Organ- und
Gewebekonstrukte dienen sollen, wurde von Mironceschrieben [71]. Beim
Zusammensetzen von vielen kleinen Untereinheiterd Wierbei auf eine dirigierte
Selbstorganisation der Mikrogewebe verwiesen. Digefigung von Geféal3en ist
momentan eines der Hauptanwendungsfelder diesemnike¢2]. Ebenso wurde die
Erzeugung von humaner Haut (Abbildung 3) mit Biaprig beschrieben [59]. Fir die
Generierung komplexer Formen mit Bioprinting, digetidie Geometrie von Rd6hren

und Blatter hinausgehen wurden bisher keine Ventiftdqhungen gefunden.

Aktuell ist dieses Verfahren noch sehr weit voreeiklinischen Anwendung entfernt,
da vor allem technische Probleme ungel6st sindomiers zwei Parameter, die als
kritisch anzusehen sind, gilt es im Auge zu behaltke rdumliche Auflésung und die
Zeit. In der Auflésung liegt die aktuelle Begrengurur Anfertigung feiner und feinster

Strukturen. So ist es aktuell nicht mdglich, GefaBeKapillarebene herzustellen.
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Printing

Abbildung 3: Durch Bioprinting erzeugte kinstliche Haut. Gezeigtes Material wurde schichtweise aus
Kollagen, Keratinozyten und Fibroblasten aufgebau{59]

Eine kurze Abschatzung soll die Frage des zeitticAspekts naher beleuchten: Der
durchschnittliche Mensch (85 kg) besteht aus et0f&Z&llen [95]. Heruntergerechnet
auf ein Organ wie das Herz (300 g) ergibt sich &e#zahl von 3,529*18 Zellen,
welche es fur die Generierung eines "gedruckterzétex" zu positionieren gilt. Geht
man von nur einer Zellsorte aus und einer  angenaorame
Positionierungsgeschwindigkeit von 1000 Zellen Bekunde (Geschwindigkeit eines
modernen FACS-Gerates), so wiirde die Positioniemltey 3,529*16% Zellen (iber
111 Jahre dauern. Nimmt man fur die Zeit, die marZellen im unfertigen Organ vital
erhalten kann mit 48 Stunden an, so ware es moglictieser Zeit 1,73*10Zellen zu
positionieren. Dies entsprache einem Gewebe mieneinGewicht von 0,014
Milligramm. Naturlich wirden sich diese Zahlen durtechnische Parallelisierungen
und Verfeinerungen der Ablaufe noch optimierendassloch zeigt diese Abschatzung
deutlich die Problematik der Methode. Der Einfachhmalber wurde die Tatsache
vernachlassigt, dass die Zellen im Kdorper nichichi@alig verteilt vorliegen. Das
Drucken von Geweben in fur das Tissue Engineeriagvertbarer Grolle scheint

demnach momentan nur fur kleine oder flache Gewsiglich.

Die Auflistung der Ansétze des Tissue Engineerimgsgt, dass mit flachen

zweidimensionalen Strukturen bereits erste klinigehwendbare Produkte entwickelt
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wurden. Der Schritt von einfachen zweidimensionaBeweben hin zu komplexeren
dreidimensionalen Organen ist jedoch noch nicht litidgBei naherer Betrachtung
handelt es sich bei den klinisch relevanten Pragfuktles Tissue Engineerings
insgesamt um diffusionsbasierte Gewebe, deren Ygieg mit Nahrstoffen und
Sauerstoff Uber Diffusion aus dem umliegenden N&kdiom erfolgt. Fast alle Ansatze
vernachlassigen bisher die biologisch physikalischéemitationen eines kompakten

Gewebes.

Im Dezember 2013 wurde der New Organ Preis gestifdéeser durch Spenden
finanzierte Preis hat den Zweck die Entwicklungesifunktionsfahigen In-vitro-Organs
zu fordern. Der Preis ist aktuell mit 1Million USBtiert und untermauert die Aktualitat
und Bedeutung des Themas in der heutigen Forsdié@pgDie Anwendungen, welche
derzeit den Kliniken zur Verfigung stehen, zeichs&h durch ihre recht einfache
Struktur aus. In fast allen Féllen bilden die Gesvediinne Schichtsysteme von wenigen
Millimetern Dicke, Knorpelimplantate bilden hier nei Ausnahme [39]. Die

Begruindung hierfir mag im geringen SauerstoffoedarfChondrozyten liegen.

Die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff sotveeEntsorgung von Abfallstoffen
und Kohlendioxid erscheint die gréRte Hurde fiur di@twicklung von echten
makroskopischen dreidimensionalen Geweben zu beitKorper, genauso wie in der
In-vitro-Kultur, ist derzeit die Versorgung der Bl nur Uber Diffusion moglich. Die
Versorgung von Zellen Uber Diffusion funktioniertleadings nur Uber kurze
Entfernungen, da mit zunehmender DiffusionsstretikeZeit zum limitierenden Faktor
wird. Bereits 1923 stellte Warburg bei Tumoren ogkche Kerne fest, die er auf die
Unterversorgung mit Nahrstoffen zurtickfihrte [10Bjese von Warburg getroffene
Beobachtung wurde spater vielfach bestatigt, zuBcld Sutherland mit Sphéaroiden aus
Kolonkarzinomzellen [98]. Erreichten die Sphéaroidamen Durchmesser > 1 mm
(Radius > 500 um) bildet sich ein nekrotischer Kenninneren des Spharoids an der
Stelle, an der die unterversorgten Zellen abstaréeitere Untersuchungen zeigen,
dass die maximal mégliche Dicke von Geweben inovitnter dem Wert von 1 mm
zurtick bleibt [66]. Dies liegt zum einen wohl amdenterschiedlichen Bedurfnissen
verschiedener Zellen und zum anderen am unterdudfied Diffusionsverhalten von
verschiedenen Nahrstoffen, die von vielen Faktorerwie z.B.
Konzentrationsunterschieden abhéangen. In vivo diadneisten Zellen nicht weiter als

11



Einleitung

100 um von der nachsten Kapillare entfernt. Sostisichergestellt, dass eine ausrei-
ausreichende Versorgung der Zellen gewéhrleisteEise Ausnahme hiervon bilden
die Chondrozyten des Knorpels, die in vivo in Emtéangen von BlutgefalZen >100 pm
Uberleben kdnnen [105]. Diese Erkenntnis deckt sithden erwdhnten Erfolgen mit

Chondrozyten im Tissue Engineering.

Um das Tissue Engineering von der Zweidimensiditaiit die Dreidimensionalitat der
komplexeren Organ- und Gewebesysteme zu bringeresidolglich notwendig, die
Versorgung der Zellen mit Nahrstoffen und Sauefssafherzustellen. In Geweben
dicker als 100 pm kann das nur Uber ein funktichabefal3system erfolgen. Der
Anschluss dieser Gewebe an ein Gefal3system underdeBsirchwachsen mit
BlutgefaRen wird daher als essentiell angeseheeseDgrundlegende Voraussetzung
wurde bisher im Tissue Engineering nicht bertckgithDies wird als der Grund daftr
angenommen, dass bisher keine funktionalen makpisitten 3D-Gewebegeneriert
werden konnten. Ein Anschluss von Geweben an aitgBialsystem kann tber zwei
Mechanismen erfolgen: die Vaskulogenese und dieioyemese. Die Blutgefal3e bei
der Vaskulogenese entstehen aus endothelialen Wfertllen, wohingegen die
Blutgefal3e bei der Angiogenese durch Sprossungdstilpung bereits vorhandener
Kapillaren entstehen [50, 87]. Zusatzlich ist eifw@npe notwendig, die den Kreislauf

aufrechterhalt.

1.3 Das Vogelei als ,nattrlicher Bioreaktor*

Das Vogelei in seiner heutigen Auspragung ist dasuRat von etwa 150 Millionen
Jahren evolutionarer Selektion. Ausgehend vom UWsv@gchaeopteryx, der vor 150
Millionen Jahren lebte, bis zu den modernen Vodelhsich das Ei als Erfolgsmodell
herausgestellt [67]. Es ist folglich davon auszegeldass jeder Bestandteil und jede
Komponente eine eigene Funktion besitzt, die sichihrem Aufbau und ihrer
Materialeigenschaft wiederspiegelt. Die Natur hag¥leier in einer hohen Variation an
Formen und Grél3en hervorgebracht. Von einer Bradadie von nur 9 (Brillenvogel,
Zoester opscoerulescgnbis zu 80 Tagen (EmuartigeDromaeid@ betragen kann
sowie einer Gewichtsspanne, die von 0,57 g (Brhewsnzkolibri, Selasphorus
platycercu$ bis 1700 g (Afrikanischer Strau8truthio camelusreicht[13]. Die grof3ten

12



Einleitung

nachgewiesenen Vogeleier stammen von dem im 1Thuiathert ausgestorbenen Ele-
ElefantenvogelAeopyornis maximysSie waren ca. 30 cm hoch und an ihrer breitesten
Stelle 22 cm im Durchmesser [72]. Diese Eier watamit nicht deutlich grof3er als die
gro3ten Eier noch lebender Vogel (Straul3envogalichAdie Eier von Dinosauriern
waren, obwohl Dinosaurier im Vergleich zu Vogelesige Ausmal3e annahmen, nicht
wesentlich gréf3er [23]. Es erscheint durchaus mbglilass groRere Eier nicht stabil

genug sind, um die Belastungen wahrend der Eiahlageschadet zu tberstehen.

Kei ;
eimscheibe Laisbra

e ____

i ~,‘0ltermembranen

gelber u. weiler Dotter

Luftkammer Chalazen

inneres
dannflissiges Kalkschale

dickflussiges Schalenhaut

auBeres

dunnflassiges EiweiB

Cuticula

Abbildung 4: Der Aufbau des befruchteten Hilhnereieszum Zeitpunkt der Eiablage. Zentral liegt der Dotter
welcher von der Vitellinmembran (VM) umschlossen is Auf der Grenze zwischen VM und Dotter befindet
sich der Keimscheibe. Zwischen den Schalenmembranamd der VM befinden sich die vier Schichten des
Eiklars. Auf der Innenseite der Schale haften die bhden Schalenmembranen, zwischen denen sich am
stumpfen Ende die Luftblase befindet. Nach AuRen widl das Ei von der Kalkschale mit der aufliegenden
Kutikula abgeschlossen [90]

Fur die ndhere Betrachtung des Vogeleies soll ddmetei (Abbildung 4) als Modell
genutzt werden. Dies begrindet sich darin, dass Hasshuhn Gallus gallus
domesticusin der Biologie, neben der Wacht&dturnix coturniy, den wichtigsten
Modellorganismus fur Vogel darstellt. Im europamschRaum ist das Huhn zudem
weiter verbreitet als die Wachtel.

Im Folgenden sollen die Komponenten des Eies acist 8ines In-vitro-Systems im

Einzelnen beschrieben werden. Die Kutikula, Schaled Schalenmembranen
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entsprechen zusammen dem Kulturgefal3, etwa einesdbale. Die aulRere Grenze des
Eies bildet die aus organischen Verbindungen best#h Kutikula [24], welche den
Schutz gegen Kontaminationen durch Mikroorganismahrnimmt und dem Verlust
von Feuchtigkeit entgegenwirkt [104, 70]. Die 308 400 um dicke Eierschale besteht
zu 97 % aus Kalziumkarbonat [19] und zeigt einegapsigte Mikrostruktur [88, 94].
Das in der Schale enthaltene Kalzium wird wahresdEhtwicklung des Embryos von
Zellen der CAM geldst und Uber das extraembryomiggefalsystem dem Embryo

zugefihrt, der es fur den Knochenaufbau nutzt§97,

In keinem In-vitro-Kultivierungssystem der Zellbogiie kommt es bisher zu einer
derartigen Interaktion zwischen Behdlter und kigdtitemm Material. Die
Kulturbehaltnisse aus der In-vitro-Kultur sind fgewohnlich inert und dienen durch
ihre Form als Schutz vor Kontaminationen. Hier leiggn dient das Kulturgefald
zusatzlich als Speicher fur Hilfsstoffe fur die Ewydmalentwicklung und ist somit ein
wichtiger Bestandteil des Systems. Ob eine voltigin Entwicklung des
Vogelembryos ohne diese Kalziumquelle mdglich kstpn aktuell nicht beantwortet
werden. Diese Art von Wechselwirkung zwischen Benaund zu kultivierendem
Material kbnnte ein Grund fur die effektive Arbevesise des Vogeleies sein. In nur 21
Tagen schlupft aus einem 60 g schweren Ei ein déhgieres Kiuken und nur 20 g (33,3
%) gehen als Abfall verloren. Diese Reste werd@rdihgs wieder in den biologischen
Stoffkreislauf aufgenommen, wie etwa die Kalkschdie von den Hihnern gefressen

und zum Aufbau neuer Eierschalen genutzt wird.

Tabelle 1: Dicken der einzelnen Komponenten des Huileneies und deren Funktion

Kompartiment Dicke Quelle Funktion
. Schutz vor Kontamination, Schutz
Kutikula 10-30 um [24] vor Austrocknung
Mechanischer Schutz,
Kalkschale 300-400 pm [19] Kalziumquelle, geregelter
Gasaustausch
AuRere Schutz vor Kontamination, Schutz
Schalenmembran 50-70 um [70] vor Austrocknung
Schutz vor Kontamination, Schutz
Innere Schalenmembran 15-26 um [70]

vor Austrocknung, biokompatible
Begrenzung zu den inneren
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Eikomponenten

Kultursubstrat fir den frihen

Vitellinmembran 10 um [70] Embryo, Abgrenzung Dotter und
Eiklar
Eigene Wasserversorgung, Erndhrung,
Eiklar 1-4cm 9 Schutz vor Kontamination,
Messung N
Positionierung des Embryos
i Eigene Erndhrung, Positionierung des
Dotter 3-4cm Messung Embryos

Ein weiterer beachtenswerter Aspekt der Schaleehild000-17000 Poren. Uber sie
erfolgt der Gasaustausch, welcher fur die Atmung) Elmbryos essentiell ist. Auch das
ist ein gravierender Unterschied zu allen gegengéintin-vitro-Systemen. Im Ei findet
dieser Gasaustausch dem EntwicklungsfortschritGierionallantoismembran (CAM)
entsprechend auf der gesamten Oberflache des dtigostatt. In der In-vitro-Kultur
erfolgt ein Gasaustausch im Gegensatz dazu UbewzfEehen, die anders als im Ei,

nie Uber die gesamte Oberflache fir Gase durchgéngl.

An der Innenseite der Schale verwachsen, finddndie zwei Schalenmembranen, die
Zu 88 — 96 % aus Proteinen bestehen [58, 76] ureveeitere Barriere fir eindringende
Keime bilden [41]. Beide Membranen liegeneng anwilea an. Die Ausnahme bildet
das stumpfe Ende des Eies, hier befindet sich lersden Membranen eine Luftblase.
Obwonhl das Eiklar nur zu 10 % aus Proteinen beg&h89 % Wasser) [60], tragt es,
neben dem Dotter, ebenfalls zur Erndhrung des Ewsbibgi [27]. Dotter und Eiklar
werden durch die Vitellinmembran (VM) separierte 8ildet das Kultursubstrat der aus
ca. 60000 Zellen (bei Eiablage) bestehenden Keieisehin der frihen Phase der
Entwicklung [32]. In dieser Phase handelt es silglith beim Ei, rein technisch
gesehen, um einen 2-Phasen-Flissigkeitsinkubatar emier frei schwimmenden
Membran als Kultursubstrat [32]. Die embryonalenllede wachsen auf der aus
hauptséachlich Proteinen bestehenden VM in direlfemtakt zum Dotter [11, 102, 64].
Zu diesem Zeitpunkt lasst sich die embryonale Eckiung des Huhns mit der In-vitro-
Kultur von Zellen vergleichen. Die Versorgung dellén erfolgt Gber Diffusion, was
kein Problem darstellt, da die Zellen der Keimsbblenoch tber Diffusion versorgt
werden koénnen. Spater in der Entwicklung ist diégshtnmehr mdglich und im

Gegensatz zu dem Gewebe des TE schafft es der Brabiry Wachstum fortzusetzen.
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Im Ei wird Uber die Vaskularisierung das erreialigs im In-vitro-System noch nicht
maoglich ist. Im spateren Verlauf der Entwicklungy, Bag 3, erndhrt sich der Embryo
durch Nahrstoffe, die von Zellen des Dottersacks dem Dotter gelost und in den
Blutkreislauf abgegeben werden. Der Dottersackebitiich auf der Innenseite der VM,
welche dann an Tag 4 aufgelost wird [48]. Hier ngli der Ubergang der
diffusionsbasierten Ernédhrung aus dem umgebendatiukbezu einer Erndhrung aus

dem Blutgefal3system.

Wegen all dieser speziellen und fur das Tissue riemging wichtig erscheinenden
Eigenschaften wird das Ei in dieser Arbeit als s@hr aussichtsreiches Modellsystem

fur das Tissue Engineering angesehen.

Entwicklung im
Blastoderm Eileiter
’:E (Embryo)
( )
Kiken  *; -
‘ ﬁ Area
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Stunden nach i
posteriore
Tag wns Ve
- . nach o = Elablage =
St de h i
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Hensenscher
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Organogenese {4
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Abbildung 5: Lebenszyklus des HaushuhnsQallus gallus domesticysmit Entwicklungsphasen im Muttertier
(1 Tag), Entwicklung im Ei (21 Tage), juveniler und aditer Phase. Stadien der embryonalen Entwicklung von
der Oviposition bis zum Schlupf nach Hamburger undHamilton [45]. Abbildung nach Wolpert [107]
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Angesicht der nicht stattfindenden Vaskularisierumgl Angiogenese bisheriger in vi-
vo-Ansétze stellt sich eine grundsatzliche FragarKdie Versorgung tber Diffusion in
der In-vitro-Kultur selbst ein Grund dafiir seinsdaine Umstellung der Versorgung
nicht induziert wird? Dies scheint der Fall zu saienn will man ein Gewebe in die
GroRRe wachsen lassen und erst dann feine Kapillanengrol3e Gefal3e einfiigen, so
wird die bedarfsgerechte Platzierung, besonderdpillaren, schwierig. Der Aufbau
des GefalRbaumes in einem wachsenden Gewebe mussvdahAnfang an erfolgen.
Ein passendes Bild liefert die Entwicklung von \atkswegen in neuen Siedlungen.
Zunachst muss der Hauptverkehrsweg, tUber den ene Siedlung versorgt wird,
angelegt werden. Wachst die Ansiedlung, muss deuptdarkehrsweg ausgebaut
werden, um den gestiegenen Waren/Verkehrsdurchzatz ermoglichen und
Versorgungsengpasse zu verhindern. Je weiter dathiden geht, desto mehr kleine
Anschlussstrecken und Verzweigungen fir lokale degngszentren missen angelegt
werden, um alle Bereiche der Siedlung versorgekdrunen. So sollte auch im Tissue
Engineering die Versorgung des entstehenden GewgirrsBlutgefalie erfolgen, die
sich langsam, parallel und bedarfsgerecht entwickel

Kalkschale Amnion Allantochorion Allantoisstiel
mit Schalenhaut

Chorion

Eiweil

Allantois 2 Dottersack

Abbildung 6: Der Hilhnerembryo an Tag 10 der Bebritung. Die Anlage von Geweben und Organen zu diesem
Zeitpunkt ist bereits abgeschlossen. Die Chorionahtoismembran (CAM) umschlief3t die Eierschale zum
grofRen Teil und dient dem Embryo zum Gasaustausch (9
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Von der VM quer durch das Eiklar bis zu den Schalembranen ziehen sich auf der
Langsachse des Eies die zwei, auch Chalazae genartiagelschnire, welche die
Rotation des Dotters im Ei ermdglichen [88]. Dienktion der Chalazae wird beim
Vergleich des Vogeleies mit dem Ei der Reptilierutdeh. In diesem fehlen die
Hagelschnire und ein Bewegen der Eier fiihrt sehnedk zu einer Schadigung des
Embryos. Evolutionar ist dies sinnvoll, da Reptibéer in der Regel nicht bebritet
werden und daher auch nicht bewegten werden m{i28grDie Funktion der Chalazae
wird durch die Feinstruktur des Dotters unterstiBai genauer Betrachtung finden sich
zwei Arten von Dotter: der gelbe Nahrungsdotter ded weif3e Bildungsdotter. Beide
unterscheiden sich in ihrer Zusammensetzung uret iphysikalischen Dichte [12].
Unter dem Embryo bildet der weil3e Dotter eine kef@enige Struktur, die ,Latebra“.
Im restlichen Dotter finden sich, analog dem Aufteiner Zwiebel, abwechselnde
Schichten von weiliem und gelbem Dotter. Technigdelgen handelt es sich hier um
eine Kompartimentierung, die dafir sorgt, dasskEhabryo im Ei eine immer gleiche
Position einnimmt. Es stellt sich die Frage, innagwdie im Ei verwirklichte Lage fur
die Entwicklung des Embryos unveranderlich ist. Biemliche Orientierung konnte
folgerichtig auch fur die Generierung von kinstinohOrganen und Geweben wichtig

sein.

Der innere Aufbau des Huhnereies ist von einer lbkeemswerten Kompartimentierung
gepragt (Abbildung 6 und 7), die mit dem Fortsd¢tdér Entwicklung des Embryos in
ihrer  Komplexitdt noch zunimmt. Neben der bereitsngesprochenen
Kompartimentierung des Dotters existieren vier axtnbryonale Gewebe im Vogelei.
Die raumliche Trennung von Stoffwechselprozessed @ubstanzen ist fur den
komplexen Ablauf der Entwicklung scheinbar essédn®s Amnion entsteht durch die
Faltung von Epiblastzellen um den Embryo am Ende\girulation (etwa 48 Stunden
nach Beginn der Inkubation). Es bildet eine gesddae Ho6hle um den Embryo, in
welcher dieser in seinem Fruchtwasser vor Sto3sechgigzt heranwachsen kann. Neben
dem Dottersack ist die Allantois das zweite vadhksikerte extraembryonale
Kompartiment. Sie nimmt Oxidationswasser und an@&dfwechselendprodukte des
Embryos auf und entwickelt sich ab dem 2. Tag delrBtung. Eine weitere wichtige
Funktion der Allantois ist der embryonale Gasaustau Ab dem 7. Inkubationstag
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verwachsen die Allantois und das Chorion zur Chaflantoismembran (CAM). Das

Chorion ist das vierte extraembryonale Kompartimentl die aufl3erste embryonale
Schicht, die sich der Schalenmembran anlagert. @A& umwachst schrittweise die

komplette Innenseite der Eischale. An Tag 11 beiosekd8 % der Eischaleninnenseite
[7]. Im Ei scheinen die extraembryonalen Gewebe ibage problemlos zu finden. Es
ist ein interessanter Aspekt zu klaren, ob eineAW@erung dieser Lage Auswirkungen
auf die embryonale Entwicklung hat.

Allantoamnion \

Eiweilkanal |

Luftkammer & / / \ EiweiBsack

Allantochorion N SoEE v’«""'\“ Dottersacknabel

Dottersack Allantois

Abbildung 7: Der Huhnerembryos an Tag 14 der Bebritmg. Das GroRenwachstum des Embryos hat
begonnen, nachdem samtliche Strukturen angelegt wden. Der Embryo nimmt mehr als die Halfte des
Eiinhaltes ein [90]

Die Beeinflussung des Huhnerembryos im Ei durclereet Parameter, wie etwa Licht,
erscheint sehr ausgepragt. Bereits nach 72 StuBdénitung haben sich im Ei ein
schlagendes Herz und lichtsensitive Augen entwidkd, 43]. Die Wahrnehmung der
Beleuchtung aufert sich beim Hihnerembryo duroh eemmehrte Bewegung.

Eine Eigenschaft, deren Beeinflussung fur die drpamtelle Nutzung sehr interessant
ware, ist die Brutdauer. Diese liegt beim Hiuhnéeti 21 Tagen (Abbildung 5). Wenn
das Ei als Bioreaktor zur Generierung von Gewebegesetzt werden kann, wére es
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hilfreich, die Brutdauer Uber einen physikaliscHémgebungsparameter zu variieren
und vor allem verlangern zu konnen. Da der Embrgbab Tag 12 eigene Koperwarme
produziert, ware dies Uber die Inkubationstemperdémkbar [46]. Ein weiterer Ansatz
zur Variation der Brutdauer konnte in der Manipiaiatder Nahrstoffversorgung liegen.
Die Beobachtung zeigt, dass aus kleinen Eiern &leind aus grof3en Eiern grof3e
Kiken schlipfen. Dies deutet auf eine einfache Remug des Wachstums hin,
vermutlich Uber die Aufnahme der Nahrstoffe Uber @berflache des Zellsystems im
Dottersack. Technisch ware es z.B. vorstellbar, @eiter an eine Mikrofluidik

anzuschliel3en und den Dottersack mit weiterem Datteflllen, um so einen quasi

unerschopflichen Nahrungsvorrat zu schaffen odezutduschen.

Fur den experimentellen Teil dieser Arbeit sindbesondere die bereits erbrachten
wissenschatftlichen Vorarbeiten von Interesse. Bem®it der Antike wird das Ei des
Huhns flr wissenschaftliche Zwecke verwendet, gdbgar als der erste
wissenschatftliche Modellorganismus tberhaupt. Inddif&hundert wurde das Hihnerei
zu dem Studienobjekt der Entwicklungsbiologie [1Dje Nutzung des Huhnereies in
der Wissenschaft hat sich im Laufe der Zeit dersélmungsschwerpunkten der Epochen
angepasst. Frihe Forschungen beschaftigten sichchdieflich mit Fragen der
embryonalen Entwicklung [49]. Zur Vermehrung vonréri wird das Huhnerei als
Wirtsorganismus seit 1936 verwendet [20]. Schoh fxiirde die leichte Zuganglichkeit
der CAM erkannt und genutzt. Die Kultivierung vomrioren auf der CAM und die
anschlieBende Verwendung als Testsystem fur ardralie Wirkstoffe ist eine der

bekanntesten wissenschaftlichen Anwendungen desétéies [75].

Die starke Vaskularisierung der CAM bildet auch digrundlage fir einen
Irritationassay, zur Klassifizierung der Schleimtneizung von Chemikalien und
Kosmetika. Im Draize-Test werden Kaninchenaugen zuittestenden Substanzen in
Kontakt gebracht und die Reaktion ausgewertet [Al1§. Ersatz fir den von vielen
Personen als unverhaltnismaRig brutal eingescimébntaize-Test wird schrittweise der
1986 von Libke veroffentlichte HET-CAM-Test eingdefti [62], der anstelle des
Kaninchenauges die CAM als reaktives Gewebe vereteme mogliche Nutzung des
Huhnereis in anderen Forschungsbereichen empfigich vor allem durch die
Immuntoleranz des Huhnerembryos [96]. Die CAM findes Weiteren Anwendung

bei der Untersuchung des Prozesses der Vaskutangig6]. Die einzige bekannte
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Nutzung des Huhnereies, die in die Richtung einesuk Engineerings zielt, stammt
von Dohle et. al., welche die CAM zur Kultivierurgrschiedener Gewebe nutzt [30].

Aul3erordentlich wichtig fir die experimentellen Aren dieser Arbeit ist die
Kultivierung von Hihnerembryonen. Die bisher besdtenen In-vitro-Kulturformen
fur Vogelembryonen (Abbildung 8) lassen sich in z@euppen einteilen: Kultivierung
der Embryonen in der natirlichen Eierschale (in)auad schalenlose Kulturformen (ex
ovo). Grundsatzlich gilt hier, dass die Auswahl M&thode mafigeblich von der Dauer
und der Art des Experimentes abhangig ist [17].d&#1 meisten Kulturformen wird ein
Loch in die Schale des bebriiteten Eies geschnitienZugang zu den embryonalen
Geweben zu erhalten. Dies bringt viele Nachteile dar Dokumentation und
Manipulation mit sich [86, 54]. Auerbach entwicke#ine Ex-ovo-Technik, bei welcher
der Embryo an Tag 3 der Inkubation in eine Petakzliberfihrt wird, welche in eine
weitere Petrischale mit Wasser zu stellen ist. D@ximale Kultivierungsdauer des
Embryos mit dieser Methode ist bis Tag 20 besckriekein Schlupf demnach nicht
madglich [5].

1988 verdffentlichte Perry ein erstes In-ovo-Kusystem mit der Moglichkeit der
erfolgreichen Kaultivierung fur die gesamte Entwiohky des Huhnes bis zum
erfolgreichen Schlupf. Bis heute ist es das einXg#ursystem fur Hiuhner, welches
die gesamte embryonale Entwicklung abdeckt undtmieheigene Schale benutzt. Die
Kultivierung nach Perry wird in 3 unterschiedlich&pstemen durchgefuhrt, von denen
das letzte den gro3ten Zeitraum der Entwicklungeakid(Tag 3-21). Dieses besteht aus
einem am stumpfen Ende aufgeschnittenen Halb-Hgh&s mit einem fur 72 Stunden
inkubierten Embryo gefillt und durch FrischhaltefoVerschlossen wird. Zwischen
dem Embryo und der Abdeckung befindet sich einrauin, welcher die Luftkammer
am stumpfen Ende des Eies imitiert. Die Method@tzeeben der Mdglichkeit zum
Schlupf den Vorteil einer hohen Uberlebensquotd.[B2e In-ovo-Kultur nach Perry
erscheint im Blick auf Uberlebensrate und Schlupin egut geeignetes

Kultivierungssystem zu sein und bildet den Ausgangkt fur diese Arbeit.
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Abbildung 8: Kulturformen fiir Vogelembryonen. a) In-ovo-Kultivierungssystem nach Perry [82]. b) Ex-ovo-
Kultur nach Auerbach [5]. ¢) Komplett kiinstliches Kultursystem fir die Wachtel (Coturnix coturnix) nach
Kamihira [51]

Optimal fur die Kultivierung von Embryonen zu wissehaftlichen Zwecken ware ein
vollstandig kunstliches System mit der Mdoglichkeiim Schlupf. Ein kinstliches
System bietet gegentber einem naturlichen SystenVdeeil in seinen Eigenschaften
bekannt und wenig variabel zu sein. Solch ein Sys#&t fur das Huhn nicht bekannt.
Fur die Wachtel wurde allerdings ein vollstandign&iliches System zur Kultivierung
des Embryos verdffentlicht [51]. Als Kulturbehaltetird hierfir eine Teflonfolie in

einem Stahlnetz verwendet, wobei die stark getal@erflache dieser Ex-ovo-Kultur
auffallt. Die Kontaktfliche des Embryos zum Gef&Bin der Natur sowie in jeder
anderen erfolgreichen Kulturform glatt. Von einer iedérholung dieser
Kultivierungsexperimente ist seit 1998 nichts bekayeworden.

Fur die experimentelle Arbeit und eine Modifiziegunles Vogeleies zum Tissue

Engineering-System ist es notwendig, experimentdémipulationen durchfiihren zu
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konnen. Nach jeder Veranderung ist ein Test notwerter eine Aussage ermdglicht,
ob die Veranderung einen Einfluss auf die Funkiititades Modellorganismus hat.
Dieser Test muss zugleich handhabbar, prazise indéwig sein. Fir das Ei kann aus
unserer Sicht nur der Schlupf eines gesunden Kiikeekher eine vollstandige und

richtige Embryonalentwicklung voraussetzt, diesestarstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Reagenzien
Acutase
Adipogenes Differenzierungs-Kit
Agar, Pulver
AKD-Leim
Alpha-MEM
Amphoterizin B
Ampizillin
Ascorbinséure
Azeton

Bacillol AF
Bodipy (493/503)
Karnaubawachs
CASYton
Chloroform
Collagenase P
DAPI-Reagenz

Dexamethason, wasserloslich

DMEM (Dulbecco’s modifiziertes Eagle Medium)

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Einbettldsung Tissue Tek O.C.T.
Eosin G

Essigsaure, konzentriert
Ethanol, absolut

FKS Gold, fotales Kalberserum

Hersteller
Life Technologies, Darmstadt
Lonza, Kdln
VWR International, Darmstadt
Gesim, Grof3erkmannsdorf
Invitrogen, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
VWR International, Darmstadt
Varitech, Merchweiler
Life Technologies, Darmstadt
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Innovatis, Reutlingen
Merck, Darmstadt
Fisher Scientific, Nidderau
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deistarho
Ingtren, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
VWR Internatiodymstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

PAA, Marburg
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FKS Sigma, fotales Kélberserum
Fluoreszeindiazetat

Formaldehyd

G418-Bisulfat Salz

Gelatine

Glutaraldehyd

Hamalaunlésung nach Meyer
Hexamethyldisilazan

IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthin)
Indomethazin

Insulin, human

Isopropanol

Kalzium L-Laktat Hydrat >=85 %
Kalziumchlorid

M199 Medium

Methanol

N2 Supplement
Natriumcacodylattrihydrat
Natriummetasilikat (Wasserglas)
Oil-Red-O Pulver

Osmiumtetroxid

Parylené C

Patentblau V

PBS (phosphate buffered saline), pH 7,2
PDMS (Polydimethylsiloxan) Sylgardl84

Penizillin/Streptomycin (10000 U/mi/10000
Hg/ml)

Phenyl-Methylsilikonél BOP 200 d=1,07
Poly(2-Hydroxyethyl methacrylat)
Propidiumiodid

RPMI 1640

Salzsaure, 1M

Sigmacot&

Silikon MED10-6640

Sigma Aldrich, Belwofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, xenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Deigefen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofe
Sigma Aldrich, Reisofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Paratech Coating, Aliso Viejo, CA, USA
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Invitrodkar]sruhe
Dow Corning, Midland, MI, USA

Fisher Scientific, Nidderau

L. BéwinggFsheim am Main
Sigma Aldrich, Benhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma Aldrich, Deisenhofen
Sigma Aldrich, Deisenhofen
NusSil, Carpinteria, CA, USA
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Silikon MED6015
Triton X-100
Trypsin/EDTA
Tween 20

Wasser, entionisiert

NuSil, Carpinteria, CA, USA
Serva, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Deisenhofen

B. Braun, Melsungen

2.1.2 Verbrauchsmaterial und Gebrauchsgegenstande

Material

Autoklavierindikator

Bacillol AF

Becherglaser

Besteckkéasten, Edelstahl

Bruteier, Huhn

Deckglaser

Druckmaterial fir 3D Drucker Vero White plus
Druckmaterial fir 3D-Drucker MED610
Eierschalensollbruchstellenverursacher
Einbettmedium Tissue T&k
Eindeckmedium, Roti Mount aqua
Einfriergefal3e, Kunststoff
Einmalhandschuhe, Latex
Einmalhandschuhe, Nitril
Einmalpipetten

Einmalspritzen, verschiedene
Einwegskalpelle, steril

Filterhilsen, Fiberglas

Filterhllsen, Quarz

Filterhllsen, Zellulose

Frischhaltefolie

Gelatineschwamme Gelastypt

Gewebeklebstoff Histoacryl

Hersteller
VWR International, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
Schott, Mainz
VWR International, Dardtsta
LSL, Dieburg
VWR International, Darmstadt
Stts, Eden Prairie, MN, USA
Stratasys, Eéeairie, MN, USA
Oswald Hazdgfendorf
VWR International, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
VWR International, Daterc
VWR International, Darmistad
VWR International, Darnuta
Greiner Bio-One, Frickenhausen
B. Braun, Melsungen
B. Braun, Melsungen
Sartorius, Gottingen
Sartorius, Goéttingen
Sartorius, Géttingen
Lakeland, Windemere, UK
Sanofi Aventis, Berlin

B. Braun, Melsungen
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Huhnereier XXL, unbefruchtet
Huhnereier, unbefruchtet
Huhnerfutter

Kanulen, steril, verschiedene Grolien
Kryordéhrchen

Kukenfutter

Kunststoffrohrchen 15 ml, steril
Kunststoffréhrchen 50 ml, steril
Nummerierungsringe fir Hihner
Objekttrager, Glas

Parafiln’

Vogelgesang, Ommershei
Vogelgesang, Ommersheim
Raiffeisen Handel, Ormesheim

B. Braun, Masen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Raiffeisen Handel, Ormesheim
Greiner Bio-Oneickenhausen
Greiner Bio-Oneickenhausen
Siepmann, Herdecke
VWR International, Darmstadt

VWR International, Darmstadt

Petrischalen aus Kunststoff, verschiedene GrofRen ein@rBio-One, Frickenhausen

pH- Papierindikator

Pinzetten, verschiedene
Pipettierhilfe, Pipetboy acu
Pipettierhilfen 10-1000 pl Eppendorf
PTFE-Membran, 450 nm Poren
PTFE-Membran, 500 nm Poren
Reagenzienflaschen, verschiedene Grofl3en
Ruhrfische, verschiedene
Saulenmaterial FicollPaque Plus
Scheren, verschiedene

Spatel, verschiedene
Wattestabchen, steril
Zellkulturflaschen, verschiedene

Zellnetze 70 um Maschengréile

VWR International, Darmstadt
VWR International, Darnistad
VWR International, Bestadt
VWR Internaiad, Darmstadt
Sartorius, Goéttingen
Sartorius, Géttingen

SchottzMai

VWR International, Darfista
Amersham Bioteotipbrg
VWR International, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
VWR International, Darmstadt
Greiner Bio-Oméckenhausen
BD Bioscience, Hedglb

2.1.3 Gerate

Gerat
3D-Drucker Connex 500

Analysewaage Sartorius CP64

Hersteller
Stratasys, Eden Prairie, MSIA

Sartorius, G6ppingen
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Autoklav Tuttnauer 3850 EL
Begasungsbrutschrank Typ BBD6220
Binokular Olympus SZX 9
Biologische Sicherheitswerkbank, Klasse 2
Datenlogger MSR

Einfrierhilfe, Mr. Frosty
Fluoreszenzbinokular Olympus SZX16
Fluoreszenzmikroskop Olympus 1X71
Gefrierschrank, -20 °C

Heizrihrplatte Heidolph Hei-Standard
Kaltlichtquelle KL1500 LCD

Kamera pEye XS

Kamera Canon Ixus 240 HS

Kamera Sony XCG 5005

Kamera Sony580
Kontaktwinkelmessgerat, OCA 20
Kryotom Leica CM3050

Kihlschrank Lovibond, 16 °C
Kuhlschrank, 4 °C

Kikenheim mit Warmequelle
Luxmeter Voltcraft LX-1108
Magnetrihrer Variomag Biosystem

Messschieber

Biomedis Laborservicé&n
Thermo Scientifinigenselbold
Olympus, Hamburg
BDK, Sonmihl-Genkingen
MSR Electronics, Seuzach, Schweiz
Thermo Scientific, Langs#ibold
Olympus, Hamburg
Olympus, Hamburg
Liebherr, Biberach a. dsRis
Heidolph Instents, Schwabach
Opto Sonderbedarf, Gififggen
IDS, Obersulm
Conrad Electronic, Hiracha
Conrad Electronic, Hirschau
Conrad Electronic, Hirschau
Dataphysics, Filtiatts
Leica, Solms
Tintometer, Dortmund
Liebherr, Biberach a. d. Riss
Siepmann, Herdecke
Conrad Electronic, Hirsw
H+P Labortechnike@chleiRheim
Burg-Wachter, Wetter

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank Hera safeBiomedis Laborservice, GielRen

HS18

Motorschrankbriter Bruja 168/EM
Motorschrankbriter Hemel Top Profi 300
Multifunktionswerkzeug Dremel 400
Orbitalschittler PSU-10i

Sauerstoffkonzentrator, Everflow OPI

Brutmaschinen Jahis, Hammelburg
Hemel Bruige, Kaunitz
GW-Werkzeuge, higrg

AutoQ Biosciences, Solimge

Philips Respics, Amsterdam, NL

Sauerstoffmessgerét, Greisinger GOX 10Q0 O Conrad Electronic, Hirschau

Schlauchpumpe, IPC-N
Tiefkiihlschrank Heraeus HFU486, -80 °C
Trockenschrank Binder ED 115

IDEX Heath&Science GmbH, Warth
Thermo SifienLangenselbold
Binder GmbH, Tuttlinge
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Vakuumofen, Vacutherm 25L Thermo Scientific, Larnggdbold
Wasserbad Julabo Labortechnik, Seelbach
Zellzahlgerat Innovatis CASY TT Innovatis, Reutlary
Zentrifuge, Biofuge Primo R Innovatis, Reutlingen

2.1.4 Zellkulturmedien und Arbeitsldsungen

Kulturmedium fir h(MSC

Penizillin 50 U/ml
Streptomyzin 50 pg/ml
FKS Sigma 15 % (viv)
in Alpha-MEM

Kulturmedium fuir L929

Penizillin 50 U/ml
Streptomyzin 50 pg/ml
FKS Gold 10 % (viv)

in RPMI 1640 (+L-Glutamin)

Kulturmedium fir CHO-GFP

Penizillin 50 U/ml
Streptomyzin 50 pg/ml
FKS Gold 10 % (v/iv)
G418 in HO (0,1g/ml) 1%

in Alpha-MEM

Kulturmedium fur Herzmuskelsphéaroide

Penizillin 50 U/ml
Streptomyzin 50 pg/ml
N2-Supplement 1% (viv)

in DMEM (high glucose, +L-Glutamin)

Praparationsmedium fiir Herzmuskelspharoide

Penizillin 50 U/ml
Streptomyzin 50 pg/ml
FKS Sigma 10 % (viv)

in M199 (+L-Glutamin)

Einfriermedium
FKS 90 % (v/v)
DMSO 10 % (viv)
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Adipogenes Differenzierungsmedium

Penizillin

Streptomyzin
Dexamethason

IBMX

Indomethazin

Insulin

FKS Sigma, hitzeinaktiviert
in Alpha-MEM

Oil-Red-O-Farbeldsung
Oil-Red-O-Pulver
in Isopropanol

DAPI-Féarbelésung
DAPI
in PBS

Bodipy®-Farbelésung
Bodipy” (493/503)
in PBS

Bodipy®-Permeabilisierungslésung

Triton X 100
FKS Gold
in PBS

Lebend/Tot-Féarbel6sung
Propidiumiodid
Fluoreszeindiazetat

in PBS

Cacodylatpuffer
Natriumcacodylattrihydrat
Salzséure 1M

in Wasser

EM-Fixatorlésung
Glutaraldehyd
in Cacodylatpuffer

Nachfixierldsung fur EM
Osmiumtetroxid
in Cacodylatpuffer

Eosin-Lésung
Eosin G
in Wasser, gefiltert

30

50 U/mi
50 pg/ml
100 nM
500 uM
200 pM
0,1 pg/ml
10 % (viv)

0,3 % (w/v)

0,05 pg/ml

30 pg/mi

0,2 % (w/v)
5%

40 pg/mi
30 pg/ml

0,3M
bis pH 7,3

25 % (viv)

1 % (wiv)

0,5 % (w/v)
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2.1.5 Zelllinien und Priméarzellen

Zellen Bezugsquelle

CHO-GFP (Ovariumszellen des chinesischen  Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und
Hamsters) Zellkulturen, Braunschweig

Herzmuskelzellen (Huhn) Praparation am IBMT, Hulenasryonen 6,5
Tage bebritet

hMSC (humane mesenchymale Stammzellen) PrapatoiBMT, Oberschenkelhiftkopf

L929 (murine Fibroblasten) Deutsche Sammlung flkrbthrganismen und
Zellkulturen, Braunschweig

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

FUr das Tissue Engineering ist die Kultivierung eilen ein essentieller Bestandteil.
Zur Untersuchung des Ansatzes dieser Arbeit istla@®er zwingend notwendig, die
Kultivierbarkeit von Fremdzellen im Ei zu prufeniegrzu wurden folgende In-vitro-

Zellkulturtechniken verwendet.

Adharente Zellkultur

Die adharente Zellkultur dient der Vermehrung voslléh zur Verwendung im

Experiment oder zur Kryokonservierung.

Zur Kultivierung von adharent wachsenden Zellendeuar Kulturgeféal3e aus Polystyrol
verwendet. Die Inkubation erfolgte in einem klinsagrten Inkubator bei 37 °C, 5 %
CO, und 90 % relativer Luftfeuchtigkeit (RH). Vor Ercben der Konfluenz (je nach
Zelltyp 70-90 % der Oberflache bedeckt) wurde dabrauchte Medium abgesaugt und
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die Kultur mit PBS gespult. Die Zellen wurden bef 3C fur funf Minuten mit
Trypsin/EDTA-L6sung Uberschichtet und so von der@bche abgelost. Durch die
Zugabe von serumhaltigem Medium wurde das Tryp&ii/k inaktiviert. Die durch
Klopfen geldsten Zellen wurden fur funf Minuten B€I00 UpM und Raumtemperatur
durch Zentrifugieren sedimentiert. Nach Absaugers déberstandes wurde das
Zellsediment in frischem Medium gel6st und mittéidlzahimessgerét die Anzahl und
Grole der Zellen bestimmt. AnschlieBend wurdenZeiéen entweder weiterkultiviert,

im Experiment verwendet oder zur Kryokonservieruagoereitet.
Suspensionskultur in der Spinnerflasche

Die Suspensionskultur wurde zur Generierung von @HAGGFP-Spharoiden (CHS),
kleinen wenige bis mehreren hundert pm durchmesseridigelférmige

Zellansammlungen, genutzt.

Hierzu wurden die Zellen aus der adhéarenten Zellkwiie beschrieben entnommen. In
der mit Sigmacofé beschichteten Spinnerflasche (Innenflachen benetfir 15
Minuten bei 70 °C verdampfen, dreimal mit destitéen Wasser spuilen und
autoklavieren) wurde auf 37 °C gewarmtes Mediumgetagt und mit den Zellen
(100000 Zellen/ml) versetzt. Bei einer Kultivieruimg Brutschrank bei 37,0 °C, 90 %
RH und Ruhren mit 80 UpM entstanden nach 6 Tagdr@®pde mit einem mittleren
Durchmesser von 120 pum.

Bestimmung der Zellzahl mittels CASY’

Die Bestimmung der Zellzahl erlaubt eine Beurtaglutbes Proliferationsverhaltens

kultivierter Zellen sowie eine genaue Aliquotierung

Die Zellzahl sowie die GroRRe der Zellen wurden eiitem Zellzahlmessgerat CASY
bestimmt. Das CASY funktioniert nach dem Prinzip der zeitaufgeldsten
Widerstandsmessung in einer Kapillare. Die Zelleerden in einer Salzlésung
suspendiert und durch eine Kapillare mit definier@®eometrie gesogen. In der
Kapillare passieren die Zellen eine Pore an die &pannung angelegt ist. Zu dem
Zeitpunkt, an dem eine Zelle die Pore passiertyl@rkich der Widerstand kurzzeitig.
Das Ausmald der Widerstandsénderung ist von Gro@e/ualitat der Zelle abhéngig.

Tote Zellen mit geschadigter Membran bieten denkte$ehen Strom weniger
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Widerstand als Zellen mit intakter Membran. Eintegnierte Analyseeinheit errechnet
aus den Messwerten die Zellgro3e und die Zellzahl.

Kryokonservierung von Zellen

Die Kryokonservierung von Zellen erlaubt die Lageyuvon Zellen Uber langere
Zeitspannen zur spateren Verwendung. Auch dasinsfie das Tissue Engineering

unverzichtbarer Prozess.

Die Fullung der Einfrierhilfe mit Isopropanol erfpeé bei Raumtemperatur.
Entsprechend der Anzahl der Proben wurden Eingf@fRe beschriftet und
bereitgestellt, das Einfriermedium (90 % FKS, 10D¥MSO) auf 4 °C gekuhlt. Nach
dem Zentrifugieren wurde die gewlnschte Zellzahlt ndem Volumen des
Einfriermediums so eingestellt, dass pro Einfri&8e 1 ml Zellsuspension der
gewilnschten Konzentration eingebracht werden koriiee geflllten Einfriergefale
wurden in die Einfrierhilfe gesetzt und Uber 24 rsten auf -80 °C gekuhlt. Nach 24
Stunden erfolgte die Umlagerung der Proben in eifmiotank, wo sie in der Gasphase

des flissigen Stickstoffs bis zur weiteren Verwergllagerte.
Auftauen von Zellen

Der Prozess des Auftauens soll Zellen moglichstosend aus dem gefrorenen

Lagerzustand zuriick in ihre kultivierbare und geshtive Form bringen.

Die eingelagerten Einfriergefal3e wurden dem Krylktantnommen und in Trockeneis
zum Labor transportiert. Im 37 °C warmen Wasserbedlgte der Auftauprozess.
Warmes Kulturmedium wurde der aufgetauten Probegeigen und 1 Minute bei 1000
UpM zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommemnd was Zellsediment in
frischem, warmem Medium geldst. Die Suspension wumah in einer Zellkulturflasche

kultiviert, wobei die Konzentration der Zellsortetgprechend gewahlt wurde.
Zellkultur auf der Vitellinmembran

Im Rahmen der Untersuchung zur Eignung der verdehien Komponenten des Eies
wurde die Kultivierung von Zellen auf der VM dur@ighrt. Hierzu musste wegen der
mechanischen Eigenschaften der VM vom Kultiviergmngokoll fir adharent

wachsende Zellen abgewichen werden.
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Um eine Kultivierung von Zellen auf der spharischévt mit annehmbarer Dokumen-
tationsqualitéat durchfihren zu kénnen, muss die MMeine planare Form gebracht
werden. Eine besondere Schwierigkeit bei der Hamaing der VM bestand darin, dass
sie sich an der Luft zu einem Filament aufrollt umol unter Flussigkeit entfaltet vorlag.
Da fur diese Anwendung kein System vorhanden wardes ein System entwickelt,
welches diesen Randbedingungen Rechnung tragt I(Ablg 9). Zunachst wurde die
VM so aufgeschnitten, dass etwa eine 2 cm durchendssunbeschadigte Flache der
VM frei lag. Diese wurde dann unter PBS auf denerart Ring positioniert und mit
dem oberen Ring festgeklemmt. Beide Ringe werdent mwei Schrauben
zusammengehalten. Die Vorrichtung wurde so korestruilass sie in standardisierte 6-

Loch-Platten eingesetzt werden kann. Die dabeibhauez Kulturflache auf der VM ist

beinahe eben und betragt 1,13%cmie Inkubation erfolgte in einem klimatisierten
Inkubator bei 37 °C, 5 % CGQund 90 % RH.

Abbildung 9: VM Kultivierungssystem. Links: VM in au fgerolltem Zustand an der Luft. Mitte:
Aufspannvorrichtung aus oberem und unterem Ring. Rehts: Aufspannvorrichtungen in 6-Loch-Platte

Dotterkultur von Zellen

Im Rahmen der Untersuchung der verschiedenen Koempen des Eies auf ihre
Eignung zur Kultivierung von Fremdzellen wurde adoh Kultivierung von Zellen auf
dem Dotter durchgefuhrt. Hierzu musste wegen demgérischen Eigenschaften des

Dotters vom Kultivierungsprotokoll fir adharent waaende Zellen abgewichen werden.

Um die Kultivierung von Zellen auf dem Dotter dufighren zu kénnen, musste ein
neues Kultivierungssystem entwickelt werden (Ahlmig 10). Das Kultursystem

besteht aus einem Kunststoffgefal3, in das ein Daibegesetzt wurde. In ersten
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Vorexperimenten mit L929, die auf den Dotter aufgeht wurden, zeigte sich, dass
sich die Zellen noch vor dem Anwachsen am Rand sdtemund zwischen dem
Dotter und der GefalBwand sedimentierten. Die Aldiol der Kulturfliche an der
Seite und die Schaffung einer Kavitat erschienehedawingend erforderlich. Der
Abschluss der Kulturflache gelang durch das Eiresetzon Gelformen. Als geeignetes
Material zeigte sich Agar (2 % in PBS). Das Gel @eauiin eine zylindrische Form
gegossen und nach dem Ausharten bundig auf dererDyasetzt. Der Uber das Gefald
Uberstehende Rand wurde mit einem Skalpell abgetrem den Abschluss mit einem
Deckel zu ermdglichen. Durch das Gel konnte die By des Dotters in der
Kultivierungsflache minimiert werden. Um das Reilsksn VM beim Mediumswechsel
zu vermeiden, wurde ein Fluidikeinsatz entwickd#y in das Gel eingegossen wurde.
Uber die beiden Anschliisse wurde kontinuierlich giiter Schlauchpumpe (IPC-N)
frisches Medium der Kultur zugefihrt und verbraeshMedium abtransportiert. Uber
den Zeitraum von zehn Tagen konnte der Fillstasdvidiums in der Kultur bei einer
Flussrate von 1 ml/Tag konstant gehalten werdee. IDkubation erfolgte in einem
Inkubator bei 37 °C, 5 % CQund 90 % RH.

Anschluss fiir Fluidik

L— ol

Abbildung 10: Dotterkulturen zur Untersuchung der Kultivierungseigenschaften von Zellen auf dem Dotter
Links: Dotterkultur in Kulturgefaf? mit Agargel und K ulturflache. Rechts: Dotterkultur mit Fluidikeinsat z fir
automatisierten Mediumswechsel
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2.2.2 Farbungen

Die Farbung von Zellen und Geweben erlaubt je raegestellung des Experimentes
den Nachweis bestimmter Strukturen oder Eigensehafier gefarbten Proben.
Farbungen wurden als Nachweismethode bei den immBah dieser Arbeit
durchgefuhrten Zellkulturexperimenten bendtigt.

Oil-Red-O-Farbung

Oil-Red-O ist ein lipophiler Farbstoff, der sich vmpolaren Zellkompartimenten,
besonders gut in Lipidvesikeln, anreichert. Die-Réd-O-Farbung wurde als Nachweis

der erfolgreichen adipogenen Differenzierung vorS@werwendet.

Das Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellen irmake mit PBS gespdult.
Anschlie3end erfolgte eine Fixierung der Zellen 30rMinuten in 10 %iger Formalin-
Loésung. Danach wurde das Formalin abgenommen uedKditur wiederholt mit
destilliertem Wasser gespuilt. Hierauf folgte eineet$chichtung der Zellen mit 60 %
Isopropanol, was eine Permeabilisierung der Zellbram bewirkte. Nach drei Minuten
wurde dieser Prozess durch das Entnehmen der Lagsigppt. Die Farbung erfolgte
mit einer 0,3 % LAsung (w/v) von Oil-Red-O-Pulvarlsopropanol. Eine vollstandige
Farbung war nach finf Minuten erreicht. Mit PBS gsahen und Uberschichtet wurden

die Zellen bis zur Dokumentation bei 4 °C dunkdagert.
Bodipy® (493/503)-Farbung

Ahnlich der Oil-Red-O-Farbung wurde die Farbung mBivdipy® (493/503) zum
qualitativen Nachweis firr Lipide eingesetzt. Boffipgkkumuliert wie Oil-Red-O in

unpolaren Kompartimenten und fluoresziert nach gang griin (488 nm).

Zunachst wurde das Medium entfernt und die Zelleaimal mit PBS gewaschen. Die
Fixierung erfolgte mit 3,7 % Formaldehyd fir 15 Mian. Nach Entfernen der
Fixierungslosung und dreimaligem Spulen mit PBS dear die Zellen mit der
Permeabilisierungslosung (Triton X 0,2 %, FKS GB&ldo in PBS) bei 4 °C fir 15
Minuten inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PB&rden die Zellen mit der
Bodipy®-Farbelésung iberschichtet. Dies erfolgte (iber 6@ubn bei 37 °C im
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Dunkeln. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurdendillen fir 15 Minuten mit
DAPI-Farbelésung gegengefarbt. Nach abschlieRenderhrmaligem Waschen mit
PBS wurden die Zellen bis zur Dokumentation dunikei, 4 °C, gelagert.

Lebend/Tot-Farbung (L/T)

Mit dieser Farbung kénnen tote und lebende Zellerschiedlich angefarbt und eine
Einschatzung uber die Vitalitat einer Zellpopulati@bgeben werden. Der grin
fluoreszierende Farbstoff Fluoreszein wird nurebdnden Zellen durch enzymatische
Abspaltung von Azetatresten aus Fluoreszeindiatei2f) gebildet. Daher zeigen nur
lebende Zellen eine griine Fluoreszenz. Der FafBtopidiumiodid (P1) interkaliert in
die DNA des Zellkerns und kann nur in diesem Zust@mgeregt werden. Nur wenn die
Zellmembran beschadigt ist, kann Pl zum Zellkedamggen. Daher zeigen nur tote oder

beschadigte Zellen ein rotes Fluoreszenz-Signal.

Das Kulturmedium wurde abgesaugt und die Zellenmakmit PBS gewaschen. Nach
einer kurzen Inkubation mit der L/T-Farbel6ésung fi% Sekunden wurde mit PBS
gespult und mit frischem PBS Uberschichtet. Biszokumentation wurden die Proben
im Kuahlschrank dunkel gelagert. Die Dokumentatioiolgte im Fluoreszenzmikroskop
(Anregungepa 470 nm, Emissiorpa 525 nm; Anregung, 555 nm, Emissior, 602

nm).
DAPI-Farbung

DAPI farbt die Kerne von Zellen und erlaubt so Alegrenzung zu anderen Strukturen

oder bei mononuklearen Zellen die Bestimmung dédeaa.

Das Kulturmedium wurde von den zu testenden Zellgyesaugt und zweimal mit PBS
gespult. AnschlieBend wurden die Zellen fir 30 Memuin 10 % Formalin-Losung
fixiert. Nach 30 Minuten wurde das Formalin abgenwan und die Kultur zweimal mit
destilliertem Wasser gespult. Die Permeabilisierd®sy Zellen erfolgte durch die
Uberschichtung mit 60 % Isopropanol, dem das DAPa&denz in einer Konzentration
von 1 pg/ml fur drei Minuten zugesetzt wurde. DexrReabilisierung der Zellen wurde
durch das Entnehmen der Losung gestoppt. Mit PB8agehen und Uberschichtet

wurden die Zellen bis zur Dokumentation bei 4 @kl gelagert.
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Hamatoxylin/Eosin-Farbung (H/E)

Die H/E-Farbung ist eine Ubersichtsfarbung die Kaste in Gewebestrukturen
hervorhebt. In dieser Arbeit wurde sie zur bessdbmtektion von Strukturen in

Gewebeschnitten durchgefuhrt.

Kryoschnitte auf Objekttragern wurden aus der Kibglugenommen und auf
Raumtemperatur gebracht. Nachdem die Feuchtigkeiplett verdunstet war, wurden
die Objekttrager in Farbeglaser gestellt und flrizMinuten in Hamalaunlésung
belassen. Nach dieser Zeit wurden sie mit Leituagser zwei Minuten tberspdalt. In
ein weiteres Farbeglas wurde destilliertes Wassetiesein Tropfen Eisessig gefullt.
Hierin wurden die Objekttrager fur drei Sekundengetaucht, bevor sie fur 5-10
Sekunden in die Eosin-Losung gegeben wurden. Ndutpi@len der Uberschissigen
Eosin-Losung mit destilliertem Wasser wurden dieoben mit Eindeckmedium

Uberschichtet und mit einem Deckglaschen abgedeckt.

2.2.3 Zytotoxizitatstests

Die Untersuchungen zur Eignung des Eies zur Keltiuig der Zellen erforderte
weitere Tests als die qualitativen Farbungen. oyiaitatstests erlauben eine

guantitative Aussage Uber den VitalitatszustandZslten.
WST-1-Assay

Der WST-1-Assay erlaubt eine Aussage Uber den Adsdar Stoffwechselaktivitéat von
Zellen. Die enzymatische Aktivitat der Succinatféeblium-Reduktase, welche
Bestandteil der mitochondrialen Atmungskette istdim WST-1-Assay quantifiziert.
Das wasserlésliche  Tetrazoliumsalz  4-[3-(4-lodophi@A(4-nitrophenyl)2H-

Stetrazolio]-1,3-benzendi-sulfonat wird in der Neisreaktion von der Succinat-
Tetrazolium-Reduktase zu dem entsprechenden rotemeazan-Farbstoff reduziert
(Abbildung 11). Die Aktivitat des Enzyms und dandie Menge des dunkelroten

Formazans korreliert direkt mit dem Stoffwechsel dellen [73].

Fur den WST-1-Test wurde das WST-1 Kit von Rocheveadet. Die Zelllinie L929
wurde in einer Konzentration von “1@ellen/96er Loch ausgesét und fir 24 Stunden
inkubiert (37,0 °C, 90 % RH, 5 % GO Nach Ablauf dieser Zeit wurde die zu testende
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Substanz auf die Zellen gegeben und fur weitereS&¢hden inkubiert. Das WST-
Reagenz wurde dem Kulturmedium direkt zugegebenmih@inem Rotationsschittler
kurz vermischt. Danach wurde im ELISA-Reader alleMdinuten die optische Dichte
der Losungen bestimmt. Zwischen den Messungen wuddeKulturen im Brutschrank
aufbewahrt. Die Messungen wurden abgebrochen, dadial Messwert die optische
Dichte von 2 erreicht hatte. Die letzte MessreibeBrreichen der optischen Dichte von
2 wurde zur Auswertung genutzt. Jede getestete eProlurde in einer
Achtzehnfachbestimmung untersucht und mit einer itipes (Kulturmedium,
Normierung auf 100 %) und einer negativ Kontrollgiton X 100) vermessen. Die
Durchfuhrung des Tests entsprach der ISO-Norm 10993

WST-1 Formazan

Abbildung 11: Schllsselreaktion des WST-Assay istiel Bildung des roten Formazan-Farbstoffs. Links:
hellrotes WST-1 Salz. Rechts: dunkelrotes Formazan

Bestimmung der Zellproliferation mittels BrdU-Assay

Der BrdU-Test ermoglicht die Quantifizierung detl@éren Proliferationsrate. Dabei
wird der Einbau des Thymidin-Analogons 5-Brom-2adeagiridin (BrdU) in die DNA
der proliferierenden Zellen detektiert. Diese Datek erfolgt Uber eine
antikdrpergebundene enzymatische Reaktion, beBde5,5-Tetramethylbenzidin in
ein blaues Produkt Uberfuhrt wird. Die Reaktiondumit Schwefelsdure gestoppt und
im ELISA-Reader ausgewertet.
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Fur den BrdU-Test wurde das Cell Proliferation EAIBrdU-Kit von Roche verwen-
det. Die Zelllinie L929 wurde in einer Konzentratigon 1d Zellen/96er Loch ausplat-
tiert und fur 24 Stunden kultiviert. Das Medium warabgenommen und durch die zu
testende Substanz ersetzt. Nach weiteren 24 Stun&ebation wurden die Zellen fur
zwei Stunden mit einer 10 uM BrdU-LAsung UbersdeitiNach dem Einbau des BrdU
in die DNA wurden die Proben mit der Fixierungsdubenaturierungslosung bei RT
fur 30 Minuten behandelt. Nach dem Waschen mit \Wasiter wurde die Antikorper-
l6sung zugesetzt. Durch dreimaliges Spilen wurdgelbmndener Antikorper mit dem
Waschpuffer entfernt. Nach Zugabe von 100 ul Sabésung wurde fur finf Minuten
auf einem Rotationsschuttler gemischt und die Reaknit 250 pl 1M Schwefelsaure
gestoppt. Gemessen wurde die optische Dichte insEiReader. Jede getestete Sub-
stanz wurde in einer Achtzehnfachbestimmung untétsund mit einer positiv- (Kul-
turmedium, Normierung auf 100 %) und einer negitmtrolle (TritonX 100) vermes-
sen[63]. Der Test wurde nach ISO-Norm 10993 durtiige

2.2.4 Isolierungen und Praparationen

Fur die Untersuchungen erschien es zielfUhrend, oBbwZelllinien als auch

Stammzellen zu nutzen. Beide unterscheiden sicht mar in ihren Funktionen teils
stark voneinander, sondern auch in ihren Eigentamabie Fahigkeit der Stammzellen
zur Differenzierung ist ein Aspekt der Zellkultuder in den Untersuchungen
bertcksichtigt werden sollte. Stammzellen neigechreniger Zeit in Kultur dazu, ihre
Fahigkeit zur Differenzierung zu verlieren. Daherurden die verwendeten
Stammzellen frisch prapariert. Bei der VM und dear#inuskelspharoiden wurden

ebenfalls frische Praparate fur den experimentéliesatz generiert.
Isolierung humaner mesenchymaler Stammzellen (hMSC)

Die Isolierung der hMSC erfolgte aus Oberschenk®d, die vom evangelischen
Krankenhaus Zweibricken bezogen wurden. Das Métemarde wahrend des
Transports ina-MEM mit 1 % P/S gekihlt gelagert. Mit einem Schabeirde das
trabekulare Knochengewebe der Innenseite entferttini einem 50 mI-Rdhrchen mit
10 ml hMSC Medium gesammelt (Abbildung 12). Nachmde&erkleinern der
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Knochenstiicke mit einer Schere wurde das Mediugirirfrisches Rohrchen tberfihrt
und die Knochenfragmente zweimal mit Medium gespéilischlieend folgte eine
zehn minttige Zentrifugierung bei 1500 UpM. Der ditand wurde verworfen und das
Zellsediment in 16 ml Medium gelost. Um die res$tio Knochenfragmente zu
entfernen, wurde die Suspension tber einem 70 plsietefiltriert. Die Auftrennung
der Zellfraktionen erfolgte mittels Zentrifugierurigper 30 Minuten bei 1000 UpM in
einer Saule (12 ml FicollPaque Plus in 50 ml RéamiVon den aufgetrennten Phasen
wurde die Oberste verworfen und die helle daragéntle Phase (mononukleére
Zellen) verwendet. Diese wurde in ein 50ml-Réhrctigerfuhrt, mit zehn ml PBS
gewaschen und fur funf Minuten bei 1500 UpM zeatiért. Das Sediment wurde in
13 ml Kulturmedium aufgenommen, geldst und in diii& Zellkulturflasche tberflhrt.
Nach 3-4 Tagen Kultivierung wurde das Medium ermeued nach 10 Tagen eine
Passage durchgefuhrt. Die Selektion der hMSC ddoltber 2-3 Passagen mittels
Plastikadharenz. Erst nach einer weiterfihrenderarditterisierung gemafl der

Richtlinie des Stammzellkomitees der InternationaBesellschaft fur Zelltherapie von

2006 wurden die Zellen verwendet.

Abbildung 12: Praparation von hMSC aus dem Oberschekelhalskopf. Links: Ausschaben des Knochenmarks
mit einem scharfen Loéffel. Rechts: Fraktionen des asgeschabten Knochens vor der Zentrifugierung (Unten
Knochensplitter, Mitte: Zellsuspension, Oben: Fettund Plasma)
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Isolierung der Vitellinmembran (VM)

Fur die Isolierung der VM (Abbildung 13) wurden w@hluchtete Huhnereier mit
Bacillol gereinigt und mit Hilfe eines Eierschaletisruchstellenverursachers geoffnet.
Durch Dekantieren wurde der Dotter von dem Eiklatrgnnt. Noch vorhandene
Hagelschnire wurden mit einer Schere abgeschnitaoh mehrmaligem Spulen mit
PBS wurde der Dotter mit einer Schere geoffnet. kigesetztem PBS wurde der
Dotter ausgewaschen und tribes PBS wurde dekaniieses Vorgehen wurde
wiederholt, bis der Dotter vollstandig entfernt ward das PBS klar blieb. Die VM
wurde in Schnappdeckelglasern bei 4 °C bis zur ¥aodung, jedoch maximal 14 Tage,

gelagert.

Abbildung 13: Praparation der Vitellinmembran (VM) A) Offnen des Eies B) Entfernen des Eiklars durch
Dekantieren C) Offnen der VM mit einer Schere D) Aswaschen des Dotters E) Saubere VM im Becherglas F)
Lagerung der VM in PBS

Préaparation von Herzmuskelspharoiden (HMS) und
Herzmuskelmischsphéroiden(CMS)

Sphéaroide sind kleine kugelformige Zellansammlungem einigen bis mehrere
Hundert um Durchmesser. Sie bilden den Ubergang Eiomelzellen zum Gewebe.
Diese Eigenschaft macht sie fur Kultivierungsvehguchoéchst interessant. Fur

42



Material und Methoden

verschiedene Experimente wurden mehrere versclee8pharoide mit unterschiedli-

unterschiedlichen Eigenschaften generiert.

Bruteier wurden fur 6,5 Tagen bei 37,5 °C, 65 % Bdtbrutet. Die Wendung um 30°
fand alle zwei Stunden statt. Die Eierschale wurdd Bacillol gereinigt und

anschlieBend auf einer Seite mit der Pinzette slotigi aufgebrochen. Durch eine 3x4
cm groRe Offnung wurde der Embryo entnommen undunisveiteren Verarbeitung in
eiskaltes Praparationsmedium gelegt (Abbildung W). das Herz freizulegen, wurde

der Embryo mit einer Schere enthauptet und dertBous mit einer spitzen Pinzette

geoffnet.

Abbildung 14: Praparation von Herzen des Hihnerembyos zur Generierung von Herzmuskelzellsphé&roiden:
A) Offnen des Eies B) Entnahme des Embryos C) Préapatian des embryonalen Herzens

Mit einer Pinzette wurden die Herzen der Embryoestnommen und bei RT in
Praparationsmedium gesammelt. Der mechanischerefeskung mit einem Skalpell
folgte ein Verdau fur zehn Minuten bei 37 °C mi®®%/0,02 % Trypsin/EDTA. Die
enzymatische Zerkleinerung wurde durch die Zugabe ¥KS-haltigem Medium
gestoppt. Nach Zentrifugierung bei 250 UpM fur fiMinuten und Resuspension in
Préaparationsmedium (1 ml/ 5 Herzen) wurden dieefelh 35 mm durchmessenden
Zellkulturschalen so ausplattiert, dass jede Scleddea acht Herzen enthielt. Die
Inkubation erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 95Rb und 5 % C@ auf einem
Rotationsschittler mit 80 UpM. Nach 24 Stunden bdtion wurde das
Praparationsmedium gegen das Kultivierungsmediusgetauscht. Ein Wechsel des
Mediums erfolgte jeden Tag, um die Kontraktionsfikit der Herzmuskelzellen zu

erhalten. Zur Erzeugung der Mischsphéroide wurdean dresuspendierten
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Herzmuskelzellen CHO-GFP im Verhdltnis 1:1 zugegelge Generierung der Misch-
Mischsphéroide (CMS) erfolgte analog den HMS.

Anfertigung von Kryoschnitten

Um Gewebe auf seine innere Struktur hin untersucdoekonnen, war die Anfertigung
von Schnitten notwendig. Diese wurden als Kryosttlrdurchgefuhrt und erlaubten in

Kombination mit einer H/E-Farbung eine Aussage (leiStrukturierung der Probe.

Die Proben wurden mit Skalpell und Schere vom icksth Gewebe getrennt. Mit PBS
wurde mehrmals gespilt, um Verunreinigungen abzcinas In einer Kunststoffschale
wurde bis etwa 1/3 der Fillhéhe Tissue §&@inbettmedium vorgelegt und bei -20 °C
angefroren. Die Probe wurde auf das gefrorene Eimleeium gelegt und mit einer
Pinzette glatt gezogen. Mit weiterem Einbettmediwurde das Gefall komplett
aufgefullt. Die Proben wurden bis zum Schneiden Knyotom bei -80 °C gelagert.

Zum Schneiden wurden die Proben auf dem Tragewre&ofgn und in 10 pm Schritten
abgeschnitten. Die Schnitte wurden mit einem Stdtréicker geglattet und auf die
Objekttrager aufgenommen. Nach 24 Stunden Trockm@ndraumtemperatur wurden

die Schnitte bis zur Farbung bei -20 °C gelagert.
Praparation fur Elektronenmikroskopische Aufnahmen

Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigen die Feikgir der Probe im pm

MalRstab und konnen so Hinweise auf deren Funkigderh.

Die Proben wurden prapariert und zweimal mit Catatguffer gesplilt. Die gereinigte
Probe wurde in Fixatorlésung bis zur weiteren Voeiiang bei 8 °C gelagert. Vor der
weiteren Fixierung wurde erneut mit frischem Cadatuffer gespult und zur weiteren
Fixierung fur 60 Minuten mit der Nachfixierlosundperschichtet. Die Wirkung des
Osmiums wurde mit einer Methanol/Ascorbinsaure-Ingsuoeutralisiert. Anschliel3end
wurden die Proben fur jeweils 3 Minuten in einendttolreihe von 30, 50, 70,80, 90 bis
96 % entwassert. Daraufhin durchliefen die Probeehrein Tauchbad fur 5 Minuten in
Ethanol /Hexamethyldisilazan (50:50). Die Proberbireben in Hexamethyldisilazan
(100 %) bis dieses komplett verdampft war. Nun \eardlie Proben auf die EM-
Objekttrager geklebt und mit Gold bedampft. Die Walime der EM-Bilder erfolgte an

der Universitatsklinik in Homburg.
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2.2.5 Kultivierung von Hihnerembryonen

Zur Untersuchung der Eignung des Vogeleis fir digzNng im Tissue Engineering
sind Untersuchungen am Modellorganismus selbstlasstich. Fir diese Arbeiten
bieten sich aus verschiedenen Griinden zwei Modgtosmen an: Die Wachtel und
das Huhn. Das Huhn scheint wegen besserer Handtkafilgeeigneter zu sein.

Standard Brutparameter

Fur die Inkubation von Hihnerembryonen wurde, weiait anders beschrieben, ein
standardisiertes Inkubationsprotokoll verwendete Dikubationstemperatur lag bei
37,5 °C und die RH bei 65 %. Die Wendung der Keltuerfolgte um 30 ° alle 120
Minuten mit einer Geschwindigkeit von 6 °/s. Dieuihation wurde bis Tag 18 im
Standardinkubator (Hemel) und bis zum Schlupf imhl@afinkubator (Bruja)
durchgefuhrt. Im Schlupfinkubator herrschte eirfedate RH von 80 %, eine Wendung
wurde hier nicht durchgefiihrt. Die Parameter oregah sich an eigenen Erfahrungen
und den von Haque beschriebenen Werten [46].

Vorbereitung der Bruteier

Die Bruteier Gallus gallus domesticisvurden von LSL in Dieburg bezogen. Nach
Erhalten der Bruteier wurden diese mit einem troekeTuch gereinigt, gewogen, mit
einem Bleistift beschriftet, der Grol3e nach sartierd im Kuhlschrank bei 16 °C fur
mindestens 24 Stunden gelagert. Mit der Lagerung 1@ °C wurde dem

physiologischen Nullpunkt Rechnung getragen [40¢ Eahigkeit der Keimscheibe die
Entwicklung fortzusetzen, nimmt mit der Dauer dexgerung durch Apoptose und
Nekrose ab[38], weswegen die maximale Lagerdauet4dage begrenzt wurde. Vor
Inkubationsbeginn wurden die Bruteier zunachstdam Kihlschrank genommen und

ruhten fur mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur
In-ovo-Kultur von Hilhnerembryonen nach Perry

Die Kultivierung von Hiuhnerembryonen in der PernyHir (Abbildung 15) wurde

analog der von Perry beschriebenen Kulturform utathgefiihrt [82]. Die Praparation
wurde so modifiziert, dass der Transfer von dreigelaalten Embryonen, aus
ungedffneten Bruteiern erfolgte. Alle Schritte wend unter Anwendung steriler
Arbeitstechniken durchgefiihrt. Als KulturgefaRend@n unbefruchtete Eier, die 25 g
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schwerer sein mussten als die Bruteier, deren tikiétiviert werden sollte. Der Grund
hierfir ist die Vermeidung des Kontaktes zwischen abdeckenden Folie und dem
Embryo. Schalen mit Rissen oder Einschlissen wurdet verwendet. Nach einer
Reinigung mit Bacillol wurde am stumpfen Ende el dm durchmessender Ring
aufgesetzt und an dieser Kante eine Bleistiftmankig angebracht. Mit der
elektrischen Sage wurde das Ei an der Markierurigfrget und der Inhalt verworfen.
Nach dem Offnen wurde erneut auf Risse kontrolliexd defekte Schalen aussortiert.
Um die Eischalenhaute vor dem Austrocknen zu sehijtwurde die Schale mit der

Offnung nach unten auf ein wassergetranktes Zétsoh gestellt.

Abbildung 15: Die Préparation der Perry-Kultur A) A nzeichnen der Schnittlinie bei 40 mm am stumpfen
Ende des Eies B) Offnen des Fremdschaleneis mit derelktrischen Sége C) Aufbewahrung der Fremdschalen
auf feuchtem Zellstoff als Schutz vor Austrocknung [ Offnen des Bruteis mittels
Eierschalensollbruchstellenverursacher E) Unbeschadigr Embryo in Folie F) Uberfihren des Embryo in die
Fremdschale G) Aufklappen der Folie zum anschlieBalen Herausziehen unter dem Embryo H) Verschliel3en
der Kultur mit zwei Lagen Frischhaltefolie und Kiirzen der Giberstehenden Enden |) Fertig praparierte Pery-
Kultur
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Die fur 72 Stunden inkubierten Bruteier wurden urstterilen Bedingungen mit einem
Eierschalensollbruchstellenerzeuger am stumpfene Egebffnet und der Embryo so
schonend wie moglich in eine mit Frischhaltefolisgelegte Teflonschale gegossen. In
der Frischhaltefolie wurde nun Uber die weitere wirdung der Embryonen
entschieden. Hierzu wurden folgende Merkmale béurtaigelige, runde Form des
Dotters, Entwicklungsfortschritt des Embryos, eueiien Fehlbildungen und
Verletzungen (Blutungen). Verletzte oder ungeeigrembryonen wurden verworfen.
Bei geeigneten Embryonen wurde die Folie zu einaick $Jeformt und dieser auf die
Fremdschale aufgesetzt und eingebracht. Die EckenFdschhaltefolie wurden nun
gelost und die gesamte Folie herausgezogen. Mar dinml Einwegspritze wurde die
Innenseite der Fremdschale mit 37 °C warmem Péni&treptomyzin (10000
U/ml/10000 pg/ml) angefeuchtet. Die Aul3enseite lBemdschale wurde mit einem
sterilen Wattestadbchen mit flissigem Eiklar bek#&ic Ein etwa 7x7 cm grof3es Stick
Frischhaltefolie wurde iber die Offnung gespanntl umdglichst faltenfrei an den
Réandern heruntergezogen. Eine weitere Schicht [Eilkiarde am oberen Rand der
Schale aufgetragen und eine zweite Schicht Friseifbke Uber die Offnung gespannt.
Etwa 7 mm unter dem Rand wurde die Frischhaltefoh& einem Skalpell
abgeschnitten. Die Enden der Folie wurde glattrogpsin und die Perry-Kultur zur
weiteren Inkubation in den Brutschrank gebracht.

Die weitere Inkubation erfolge nach Standardprofiokbn Tag 19 wurde mit einer
Kanile (20 G) ein Loch in die Frischhaltefolie gé&tn. Ein weiteres Loch wurde an
Tag 20 eingefligt. An Tag 21 wurde die Frischhaliefgollstandig entfernt, um den

Schlupf zu ermdglichen.

2.2.6 Technische Verfahren

Die Notwendigkeit zur Modifikation von Oberflachenwurde wahrend der
Untersuchungen von Kultivierungssystemen fur derhridiembryo notwendig. Mit
verschiedenen technischen Verfahren wurden Obkdtacind Strukturen beschichtet,

um Kultivierungsbehélter zu optimieren.
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Beschichtung mit Proteinlésungen

Zur Beschichtung von kunstlichen Kulturbehéltern reéan verschiedene
Proteinlésungen wie FKS, Hihnerserum und Eiklaweadet. Die Strukturen wurden
im Vorfeld der Beschichtung griindlich gereinigt umatoklaviert. Die Proteinlésungen
wurden unter sterilen Bedingungen in die Kulturbndgefillt und fur 24 Stunden
darin belassen. Nach der Einwirkphase wurden dsuh@en entfernt und die Behalter

in steriler Umgebung getrocknet.
Beschichtungen mit Sigmacofe

Die Strukturen wurden vor der Beschichtung ger¢imggtrocknet und autoklaviert. Die
zu beschichtende Oberflache wurde mit Sigmdcbtmnetzt und tiberschiissige Lésung
entnommen. Die benetzten Strukturen wurden im Teonsk&hrank bei 100 °C fur 30
Minuten getrocknet. Vor dem Autoklavieren wurder @trukturen mit destilliertem

Wasser gespult, um auftretende Nebenprodukte ferean.
Beschichtung mit Med10-6640

Im Vorfeld der Beschichtung wurden die Strukturemingllich gereinigt und
autoklaviert. Die sauberen und trockenen Formerdemiin einem Tauchverfahren in
die entgaste und griindlich gemischte Silikonmisghiviischungsverhaltnis 1:1 (w/w))
getaucht und anschlie3end fir 5 Minuten zum Abgoppufgehangt. Danach wurden
sie fur 15 Minuten im Vakuumschrank (6 mbar) bei 4Q getrocknet. Bei
mehrschichtigen Beschichtungen wurde der Prozesdenholt und eine Trocknung fur
30 Minuten durchgefiuihrt. Anschliel3end erfolgte stimfenweiser Aushartungsprozess,
bei dem zuné&chst 45 Minuten bei 75 °C und ansaiid3ur zweieinhalb Stunden bei
150 °C das Silikon vernetzt wurde. Die heil3en Formeirden Gber Nacht abgekuhlt

und vor der Verwendung gewaschen und autoklaviert.
Beschichtung mit Med6015

Die Strukturen wurden im Vorfeld der Beschichtungirgllich gereinigt und
autoklaviert. Die sauberen und trockenen Formerdemiin einem Tauchverfahren in
die entgaste und grundlich gemischte SilikonmisghyHarter zu Monomer 1:10
(w/w)) getaucht und anschlieR3end fur funf MinutemzAbtropfen aufgehangt. Danach
wurden sie fiur 15 Minuten im Trockenschrank bei 80 angetrocknet. Bei
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mehrschichtigen Prozessen wurden die Tauchprozesselie Trocknung wiederholt.
Nach der letzten Trocknung wurde die Aushartung 8@i °C fur 45 Minuten
vervollstandigt. Formen wurden tber Nacht abgekiéttor sie autoklaviert und weiter

verwendet wurden.
Kontaktwinkelmessungen

Zur Beurteilung der Hydrophobizitat von festen Mmtken wurden
Kontaktwinkelmessungen durchgefiihrt. Der Kontakkelnzwischen der Flussigkeit
und dem Feststoff wird durch die Wechselwirkungdan Kontaktflache der beiden
Substanzen bestimmt. Aus dem entstehenden Kontaf@ilviassen sich bei Kenntnis
der Eigenschaften der Flussigkeit RuckschlissedeuEigenschaften des Feststoffes,
wie z.B. die Oberflachenenergie, ziehen. Zur Megsder Kontaktwinkel wurde
Wasser als Flussigkeit genutzt. Bei kleinen Konwtahteln wird eine Oberflache als
hydrophil, bei groRen Winkeln als hydrophob bezea&th Mit einem Analysegerat
(Dataphysics OCA20 Contact Angle System) wurde Teiopfen von 4,5 ul auf den
Festkorper aufgetragen. Dieser Tropfen wurde Zeitm& der Kamera dokumentiert
und mit der Software beiderseitig der Kontaktwingelmessen. Die Bestimmung der
Oberflachenenergie erfolgt in der OCA20 Softward aoer Equation of the state
Methode [108].

2.3 Entwicklungen

Im Laufe der Arbeit mussten eine Vielzahl sehr ktarer technischer Systeme

entwickelt und zeitnah aufgebaut werden.

2.3.1 Deckelsystem fir In-ovo-Kulturen

Auf Grundlage des Perry-Systems zur Kultivierung Wihnerembryonen wurde ein
Deckelsystem zur Optimierung der Dokumentation dexdManipulation entwickelt, da
das Perry-System in diesen Punkten als ungenigemgfueden wurde. Durch
Reflexionen und Faltenbildung verhindert die Frisgtefolie des Perry-Systems die

Manipulation sowie eine qualitativ hochwertige Daotentation. Hierfir muss die
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Perry-Kultur im sterilen Umfeld getffnet und anseBend wieder verschlossen wer-

werden.

Aufbau des Deckelsystems

Die Entwicklung und Konstruktion des Deckelsyste(bbildung 16) erfolgte am
IBMT durch ein interdisziplindres Team aus Natusgisschaftlern und Technikern, die
den Autor unterstitzten. Die Losung der Problematikde in einem mechanisch festen
Deckelsystem mit einem dinnen Glas als Dokumemsfiémster gesucht. Das
entwickelte System besteht aus einem Kunststoffiieg an der Fremdschale befestigt
wird und dem Deckel, der die Kultur verschlie3tr Deckel wird mit drei Schrauben
auf dem Ring fixiert. Die Befestigung des Ringesdam Eierschale wird durch eine
Klebung erreicht. Der Uber den Ring hinausragengiedes Eies wird nach Ausharten
des Klebstoffes mit einer elektrischen Sage entfdder weitere Praparationsablauf
verlief analog der Praparation des Perry-Systems.

Fur die beiden Anwendungsfelder Dokumentation urahigulation wurde jeweils ein
eigener Deckel entwickelt. Der Deckel fir Dokuméntagszwecke hat eine niedrige
und flache Form (7 cm x 1 cm). Er besteht aus demnefteil, dem Dichtungsgummi,
der Glasscheibe, dem Leiterring und dem Oberte Glasscheibe wird von oben
durch den Leiterring bedeckt und im Unterteil deskels fixiert. Der Leiterring ist mit
zwei Leiterbahnen versehen, die Uber eine Buchsgakbert werden kdnnen. Eine
Leiterbahn ist an einen ptl00-Temperatursensor sahd@ssen, die andere an die

Glasscheibe, welche mit Goldkontakten versehen ist.

Der Manipulationsdeckel ist ahnlich aufgebaut wier ddokumentationsdeckel. Er
besteht aus dem Unterteil, dem Kugelgelenk, des$glzeibe, dem Leiterring und dem
Oberteil. Die Form des Deckels (7 cm x 5 cm) isgeredes Platzbedarfes eines in das
Kugelgelenk einzusetzenden Manipulators erhoht. kdinh einem Manipulator jede
Stelle auf der Oberflache der Kultur erreichen @orlen, musste das Unterteil zu einem
Tubus erweitert werden. In ihm sitzt seitlich dasgklgelenk. Fir den Einsatz im
Manipulationsdeckel eignen sich Manipulatoren wiegrit3en, Pipetten oder

Mikrodispenser. Verwendbar sind Manipulatoren miteen Durchmesser <0,8 cm.
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Dieser kann durch Einsatze angeglichen werdenielerv Experimenten hat es sich als
aulRRerst hilfreich erwiesen, mehrere verschiedenaipdéatoren zur Verfligung zu
haben, zum Beispiel eine Hamilton-Spritze zum Hiden von Zellen und eine Pipette

zum Einbringen von Kulturmedium.

Abbildung 16: Deckelsystem fiir In-ovo-Kulturen. Der Kunststoffring (rot) bildet die Verbindung von
Eierschale und Deckel. Links: Der Manipulationsdeckebestehend aus Unterteil(hellblau), Glasdeckel (gta,
Leiterring (hellgriin), Oberteil (grin) und Kugelgelenk (schwarz). Mitte: Der Dokumentationsdeckel
bestehend aus Unterteil (orange), Glasdeckel (graul.eiterring (hellgriin) und Oberteil (griin). Rechts oben:
Dokumentationsdeckel mit pt100-Temperatursensor. Réts unten: Manipulationsdeckel ohne Manipulator

Kondensationsschutz des Deckelsystems

Wird eine In-ovo-Kultur aus der Inkubationsumgebung Raumtemperatur gebracht,
tritt an den abkihlenden Grenzflachen der Kultun#ensation auf. Die Vermeidung
dieser Kondensation ist eine Grundbedingung fle gaote Dokumentation. Um ein

Beschlagen zu verhindern, erscheint die Regelung dmperatur der Glasscheibe als
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die zielfuhrendste Losung. Es wurden zwei Heizung@nTemperierung des Deckel-

Deckelglases entwickelt und in das Deckelsystesynrt.

Die erste Heizung arbeitet nach dem Prinzip einesmiuftgeblases. Ein Heizllfter
wurde in einem Abstand von 6 cm seitlich Uber ddas€&cheibe des Deckels
angebracht, um die Dokumentation nicht zu behind®ie Soll-Temperatur der
Glasscheibe wird in einem Steuerungsprogramm vetgsy Dieses Programm wurde
im IBMT mit C# (Visual Studio, Microsoft) programerit. Neben weiteren Funktionen
misst das Programm Uber den Temperatursensor amf Deckel die aktuelle
Temperatur der Glasscheibe und regelt diese ltseHd&Zzelement nach. Uber diesen

Regelkreis wird die Glastemperatur konstant gehalte

300nm Gold 300nm Gold

| 10nm Chrom

50nm Nickel

Material > \‘ ’

Abbildung 17: Hauptkomponenten der ITO-Heizung im Dekelsystem. Links: Beschichtung des
Leitungsringes mit Nickel und Gold zur Kontaktierung. Rechts: Beschichtung des ITO-Glases mit Chrom und
Gold zur besseren Kontaktierung

ITO

0,75mm Glas

Die zweite Heizung nutzt die gleiche Steuersoftwatie die bereits beschriebene
Warmluft-Heizung. Sie besteht aus einer dinnen chthauf der Glasscheibe, die
elektrisch leitend ist und sich beim Anlegen eiSpannung erwarmt. Bei dem Material
handelt es sich um ein optisch transparentes Inditnmmischoxid (ITO), das 0,7 mm

dick auf der ganzen Aul3enseite des Glases aufdebsaicAn den Randern des Glases
erfolgt die Kontaktierung der ITO Schicht mit deraiterring (Abbildung 17). Sowohl

auf der ITO-Schicht als auf dem Leiterring sind d@kaintakte (300 nm) zur besseren
Kontaktierung angebracht. In der Heizphase liege @instellbare Spannung (3-12 V)

an dem ITO an, dieses erwarmt sich und verhindedies Kondensation.
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2.3.2 Inkubator fiur eine In-ovo-Kultur

Fir diese Arbeit ist die Kultivierung von Huhneraydnen in den jeweils
modifizierten Naturei-Systemen ein zentraler Punidterzu werden, ahnlich der
Brutschranke in der In-vitro-Zellkultur, speziellénkubatoren bendtigt. Nach
eingehender Beschaftigung mit handelsublichen lataren fir Vogeleier musste
festgestellt werden, dass diese fur wissenschadsicArbeiten nur bedingt geeignet
sind. Diese Inkubatoren sind dazu ausgelegt, migjliciele Eier parallel zu bebriten.
Das erfolgt durch eine enge Positionierung der.Hi#gne Dokumentation der Eier
wahrend der Inkubation ist nicht vorgesehen. Diggidtikeit andere Parameter als die
Temperatur und die Luftfeuchtigkeit einzustelleesteht fast nie. Auf3erdem besteht
keine Art von Automatisierung, jede Anderung deraeeter muss manuell erfolgen.
Diese Funktionen sind fir die notwendigen Untersagien sehr hilfreich. Daher wurde
ein Inkubator flr Vogeleier, der die genannten Adésungen erfillt, entwickelt,
aufgebaut und bis zur Nutzbarkeit hin optimierte mEntwicklung erfolgte am IBMT
durch ein interdisziplindres Team aus Naturwissesi$iern und Technikern, die den
Autor unterstitzten. Die Konstruktion erfolgte &lsftragsarbeit durch die Firma Key

Sciences Engineering in Blies-Ebersing, Frankreiblachtragliche Optimierungen

/
/

Abbildung 18: Verschiedene Versionen des Inkubatorsfiir eine In-ovo-Kultur und dazugehdriger
Abdeckungen. Links: Erster Prototyp des Inkubators. Mtte: Finale Form des Gehéuses. Rechts: Vier
unterschiedliche Abdeckungen

wurden am IBMT umgesetzt.
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Der entwickelte Inkubator wurde aus zwei Teilengablaut. Der untere Teil sollte die
Funktion der Inkubation Gbernehmen und der oberié die fir die Dokumentation
notigen Komponenten enthalten. Der Inkubator dug€himehrere Phasen der
Optimierung. Es wurden zwei Prototypen (Abbildun®) lentwickelt, die den
Ansprichen nicht genigten und sukzessiv Uberathe@alen mussten. Die Einzelteile
durchliefen insgesamt drei Prototypphasen. Beispiglse wurde der innere Deckel
dreimal angepasst, um die Positionierung der Kamera damit die Qualitat der
Dokumentation zu erhdhen. Schatten, ReflexionedearGlasscheibe des Deckels und
ungleichmafige Beleuchtung waren die schwerwiedend$robleme, die geldst
werden mussten. Im Folgenden wird die Endversianldieubators (Abbildung 19 und
20), wie er fur experimentelle Untersuchungen veidet wurde beschrieben.

Beleuchtung
Kamera

Deckelheizung

Manipulation

Abbildung 19: Schemazeichnung des Inkubators fiir @e In-ovo-Kultur. Positionierung der einzelnen
Funktionskomponenten im Inkubator mit Deckelsystemea versehenen In-ovo-Kulturen
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Das Gehause wurde im 3D-Lasersinterverfahren miden AbmafRen 80x50x60 cm
hergestellt. Es besteht aus dem Gerategehduse sewieinneren und dem &uf3eren
Deckel. Der untere Teil des Inkubators beinhaliet Batterie, die Steuereinheit, das
Wasserreservoir, die Heizelemente, die Wendevdungh und den Inkubationsraum.
Nach oben gegen den inneren Deckel wird der Inkoibstaum durch eine flexible
Sperrmembran abgetrennt. Der innere Deckel berihdle Dokumentations- und die
Beleuchtungseinheit. Der auR3ere Deckel dient aldedkung zum Schutz der Kultur.
Die Steuerung der Klima- und Bewegungsparameteolgtrfmit einer LOGOY
Steuerung von Siemens, die beide Heizlifter, denoMder Wendeachse und die
Heizung des Wasserreservoirs verwaltet. Temperatwfifeuchtigkeit und das
Wendeprogramm kénnen hier frei eingestellt werdhau. einer SD-Karte werden die
Klimaparameter aufgezeichnet. Temperatur und Luétiéigkeit werden mit einem
Kombinationssensor (SHT75DK, Driesen+Kern GmbH, Badmstedt) gemessen, der

an die LOGOY gekoppelt und im Inkubationsraum angebracht ist.

Der Inkubator verfugt Gber einen Batteriesatz, dden Minimalbetrieb
(Inkubationsklima und Wendungen) fur acht StundaneoNetzspannung ermdglicht.
Die Temperatur wird mit zwei Heizliftern auf der rder- und der Rickseite des
Inkubationsraumes erzeugt. Die Luftfeuchtigkeitdvirtber eine Heizplatte unter dem
Wasserreservoir erzeugt. Das Wasserreservoir &3tml Wasser und ist fir die
Befeuchtung des Inkubationsraumes mit 65 % RH furTdge ausgelegt. Der
Inkubationsraum kann Uber drei Rosetten (zwei danchmessende seitlich, eine 6 cm
durchmessende an der Stirnseite) beliftet werdenr XDberwachung der
Sauerstoffkonzentration im Inkubationsraum ist ém-Sensor in das Gehause
eingelassen, welcher mit einem externen Messgasgetesen werden kann.

Die Position der In-ovo-Kultur befindet sich in em Korb, der zentral im
Inkubationsraum angebracht ist. Der Korb ist aumeeiSchwenkachse gelagert, tUber
welche die Wendung erfolgt. Diese wird von einerekiilbmotor angetrieben, der in
seiner Geschwindigkeit Uber einen Spannungswandiestellbar ist. Es besteht
auRerdem die Mdglichkeit, den Korb um die eigenés&czu drehen. Uber die frontal
angebrachten Bedienelemente ist es mdglich, jelatea Schwenkwinkel der Achse
zu andern, die Kultur zu drehen oder samtliche Bgwwgen zu blockieren.
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Abbildung 20: Das automatisierte Inkubationssystemfir eine In-ovo-Kultur in seiner finalen Version. a)
Steuereinheit fur Beleuchtung, b) Rechner zur Stewang der Dokumentation, ¢) Monitor, d) Inkubator, e)
Objektiv der Kamera, f) LED Ring zur Beleuchtung, g) Warmluftgeblase zur Beheizung des Deckels, h)
Anschluss des Temperatursensors auf der Glasscheibeund der ITO-Heizung, i) Klimasperre des
Inkubationsraums zur Kamera, j) Akkumulator, k) Was serreservoir zur Erzeugung der Luftfeuchtigkeit, 1)
Wendevorrichtung, m) Sauerstoffsensor, n) Halterungler Kamera, o) innerer Deckel

Die Dokumentationseinheit besteht aus einer CCD-&an{uEye XS, IDS Imaging
Development Systems), die direkt oberhalb der lo-Kultur angebracht ist. Die
Beleuchtungseinheit wurde aufRerhalb des Zwischéetlecangebracht. Durch das
Material des Zwischendeckels wird das Licht degfidnmigen LED-Leuchte gestreut

und sorgt somit fur eine gleichmafRlige Ausleuchtaieg Kultur. Das Gewicht des
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vollstandigen Inkubators betragt mit Kultur und igeém Wasserreservoir 6 kg und ist
damit von einer Person bequem zu tragen. Die &ek& Absicherung gegen
Stromausfalle wurde durch den Einsatz einer Einlmit unterbrechungsfreien

Stromversorgung sichergestellt.

2.3.3 Inkubator fur mehrere In-ovo-Kulturen

Der Inkubator fur eine In-ovo-Kultur wurde mit defokus auf eine maoglichst
lickenlose und hochqualitative Dokumentation entelic Sein grol3ter Nachteil liegt
darin, nur eine Kultur aufnehmen zu kdonnen. Dahar &s notwendig, einen zweiten
Inkubator zu entwickeln und aufzubauen, der mehtarevo-Kulturen gleichzeitig

bebriten und dokumentieren kann, aber Vorteile imkp Dokumentation und
Automation gegenitiber den kommerziell erhaltlichemkubatoren besitzt. Die
Entwicklung des Inkubators erfolgte am IBMT durah enterdisziplinares Team aus
Naturwissenschaftlern und Technikern, die den Autaterstiitzten. Die Konstruktion
erfolgte als Auftragsarbeit durch die Firma LIS féLilmaging Services) in Basel,
Schweiz. Nachtragliche Optimierungen wurden am IBMiigesetzt. Auch bei diesem
Inkubator waren zahlreiche Optimierungen, besondeisder Automatisierung der
Dokumentation, notwendig. Die folgende Beschreibbagieht sich nur auf die finale,

in Experimenten verwendete Version des Inkubators.

Der Inkubator (Abbildung 21 und 22) wurde modulafggbaut und besteht aus einer
zweischichtigen Inkubationskammer, der Dokumentsgmnheit, dem
Befeuchtungssystem, der Heizeinheit, der Achseesteg und dem
Steuerungsrechner. Die innere Inkubationskammeebieaus einer Schublade, die auf
zwei motorisierten Achsen montiert ist und somitilmer x- und y-Position frei
beweglich ist. Die Kulturen sitzen auf einer vomffichienen, die synchron durch
einen Motor gewendet werden kénnen. In jeder Sehiafinden sich funf Aufnahmen
fur In-ovo-Kulturen. Diese sind Uber verschiedenesktze an die individuelle GréR3e
der jeweiligen Kultur anpassbar. Das Klima der Kanmmwird von zwei Faktoren
bestimmt: Die relative Luftfeuchtigkeit wird durche Zufihrung von feuchter Luft aus
dem Befeuchtungssystem in die innere Inkubationsk@meingestellt. Ein in die

Ruckwand eingelassener Sensor misst die Luftfegioditi Die Temperatur in der
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inneren Inkubationskammer wird indirekt durch dexegelte Temperatur der aul3eren
Inkubationskammer bestimmt. Nach oben wird die ieriekubationskammer von einer

lichtundurchlassigen Kunststoffplatte abgedichtet.

Abbildung 21: Schemazeichnung des Inkubators fiir s zu 24 In-ovo-Kulturen. Zur Ubersichtlichkeit wurden
die Achsensteuerung und der Rechner weggelassen.eDVergrofRerung zeigt eine Detailaufnahme der
Inkubationsschublade

Um keine Kultur der stéandigen Beleuchtung auszesetist die linke hintere Position
ausgespart und als Ruheposition unter der Dokuriensainheit festgelegt. Nur zu
Dokumentationszwecken oder bei manueller Positiahéwwerden die 24 frei

wéhlbaren Positionen unter der Dokumentationseinipeisitioniert. Die &ul3ere
Inkubationskammer ist aus Plexiglas gefertigt undanschliet die innere
Inkubationskammer vollstéandig. Sie wird Gber zwehl&uche von der Heizeinheit mit
Warmluft versorgt. Durch diese Temperierung wird diiekt die innere

Inkubationskammer mit beheizt. Die Temperatur wildrch einen Sensor in der
aulReren Inkubationskammer geregelt. Zur Beladungirdeeren Inkubationskammer
und der Justierung des Dokumentationssystems siedkdappen an der Stirnseite der
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Kammer angebracht. In der &ulReren Inkubationskanefardet sich die Grundplatte,
auf der das Stativ fur die Dokumentationseinhedt dre Beleuchtung angebracht ist.

Die gesamte Einheit ist auf einem angepassten Rgéw aufgebaut, der eine gewisse
Mobilitdt ermdglicht. Auf ihm sind ebenfalls der Kpressor, die Heizeinheit, die
Befeuchtungseinheit sowie die Achsensteuerung gelbeacht. Die
Dokumentationseinheit ist an einem Gestdnge bgfedfis ist so konstruiert, dass
entweder mit einer CCD-Kamera (Sony XCG 5005) aglaem Binokular (Olympus
SZX9) dokumentiert werden kann. Die Dokumentationsait ist statisch angebracht.
Zur Dokumentation werden die Proben mit den Aclgsaminneren Inkubationskammer
unter die Kamera oder das Binokular gefahren. ZkuBsierung in z-Richtung ist es
maoglich, die Kamera oder das Binokular auf einehge manuell auszurichten. Die
Kamera bietet den Vorteil, hochauflosende Ubershilder zu generieren. Das
Binokular ist hingegen in der Lage, Aufnahmen iméoVergré3erung aufzunehmen
sowie Fluoreszenzsignale zu detektieren. Dies tsteine Erweiterung des

Dokumentationsspektrums gegeniber dem Inkubataifi@ In-ovo-Kultur dar.

Das Befeuchtungssystem besteht aus dem KompredsorSteuereinheit und dem
Befeuchtungsrohr. Der Kompressor erzeugt einendiér Steuereinheit notwendigen
Druck von 1,2 bar. Die Steuereinheit kontrolliertend gesetzten Wert der
Luftfeuchtigkeit Uber den Sensor in der innerenulvdtionskammer. Bei Bedarf wird
die Flussrate der Luft durch das Befeuchtungsramslg und so die RH angehoben. Je
nach Anforderung ist es mdoglich, der Luft bis zuekwGase in gewilnschten
Konzentrationen zuzumischen. Begrenzungen fur Ftsms und Sollwerte fir
Feuchtigkeit und Gaszusammensetzung kdnnen frgesiallt werden. Die Luft wird
durch einen Zerstauber aus Keramik, am Boden désuBletungsrohrs, gepresst. Die
dabei entstehenden Blasen sattigen sich auf dem Wegdie Oberflache mit
Feuchtigkeit. Am oberen Ende ist ein Schlauch aragit, der die angefeuchtete Luft
in die innere Inkubationskammer leitet. Das Befeunbssystem wurde von der Firma
LIS (Basel, Schweiz) bezogen. Die Fillung des Bdfeungsrohrs fir die Befeuchtung
der inneren Kammer mit 65 % RH ist so ausgelegts ddone Nachfillen ein Zeitraum

von 21 Tagen Uberbrickt werden kann.
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Abbildung 22: Das automatisierte Inkubationssystendir bis zu 24 In-ovo-Kulturen. Links: Gesamtansichtdes
Systems ohne Steuerungsrechner a) Kompressor fir eiErzeugung befeuchteter Luft b) Heizeinheit zur
Temperierung der Inkubationskammer c)Steuereinheit @r Achsen d) verfahrbare Inkubationsschublade mit
Wendevorrichtung e) AuRerer Inkubationsraum f) Binokular mit Kamera zur Dokumentation g) Steuergerét
zur Einstellung der Luftfeuchtigkeit in der Inkubatio nsschublade. Rechts unten: Steuerrechner h) Rechner
zur Steuerung der Dokumentation, Beleuchtung und Rsitionierung i) Joystick zur manuellen Positionierung
der Kulturen j) Monitor. Rechts oben: Detailaufnahme der Inkubationsschublade k) Wendevorrichtung flr
bis zu 24 In-ovo-Kulturen 1) Sensor zur Messung detuftfeuchtigkeit m) Abdichtung gegen die Abdeckplate

Die Heizeinheit befindet sich unter der Inkubatieaemer. Hier wird ein
Warmluftstrom erzeugt, der Uber zwei Schlduche ian doberen Teil der
Inkubationskammer geleitet wird. Die Luft durchleinen Staubfilter, bevor sie in den
Raum geleitet wird. Uber einen Sensor, der im @mterTeil der &uReren
Inkubationskammer befestigt ist, wird die Warmehufgeregelt. Die Regelung erfolgt
in der Heizeinheit, welche ebenfalls von der Fird& (Basel, Schweiz) geliefert
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wurde. Die Achsensteuerung PS90 der Firma Owisi{&ta Deutschland) befindet sich
unter dem System und Ubersetzt vom Steuerprogransgegebene Befehle in fur die
Achsen verwertbare Form. FiUr die Wendeachse wuide,vorangegangenen
Experimenten begriindet, eine Wendegeschwindigkeitoy6 °/s gewéhlt. Die Kulturen
werden bis zu einem Winkel von 15 ° von der Waag#sn aus gekippt. Die Werte flr
Winkelbegrenzung sowie Wendegeschwindigkeit sindBledarf einstellbar.

Der Computer steuert die Bewegung der Achsen, tieetung der jeweiligen Kamera
und die Verarbeitung der Daten. Die elektrischeiéteyrung gegen Stromausfélle wird
durch eine Einheit zur unterbrechungsfreien Strasorgung (USV) sichergestellt. Der
Computer inklusive des Monitors, der Eingabegeuiteé der Stromversorgung ist auf

einem separaten Rollwagen untergebracht.

Vor Vollendung der experimentellen Arbeiten, abest @ach Fertigstellung der beiden
selbst entwickelten Inkubatoren, wurde die Exist@iaes Inkubationssystems fir
Huhnereier bekannt, welches fir wissenschaftlichbeien ausgelegt ist. Dieses
Arguscop& genannte Gerét ist in der Lage bis zu neun Inkwituren zu bebriiten
und verfugt Uber eine Dokumentationseinheit [4].r@Vdie Existenz dieses Systems
frher bekannt gewesen, wére die Entwicklung undliterung der im Rahmen dieser
Arbeit beschriebenen neuen Inkubatoren wahrsclbimicht notwendig gewesen. Es
muss an dieser Stelle allerdings betont werdens eggrend der Arbeiten an den
Inkubatoren  wichtige Hinweise zur Handhabung und lItiklerung von
Huhnerembryonen gewonnen wurden, die sehr hilfrigicklie weiteren Arbeiten dieser
Dissertation waren und beim Erwerb eines Fremdpkiedu nicht zum Tragen
gekommen wéren. Aul3erdem wurden mit den neuen atkudn wertvolle Werkzeuge
fur die wissenschaftliche Arbeit mit HUhnerembryonegeschaffen, die dem
Arguscop€ in vielen Belangen, wie etwa der moglichen Menge&aturen, tiberlegen

sind.
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3 Ergebnisse

Die embryonale Entwicklung des Huhns in seinemédigtzall die Probleme, die bei der
Generierung von Geweben bisher in den bekanntesitrimKultursystemen auftreten,
nicht. Problemlos wachst es von der diffusionsvgtem Keimscheibe zu einem
dreidimensionalen Organismus mit funktionalem Gsy&fem heran. Der
Huhnerembryo wurde daher als Modellorganismus fér Whtersuchungen in dieser

Dissertation gewahlt.

Das Basisproblem der In-vitro-Kultivierung von Géxea und des Tissue Engineerings
allgemein bildet die Beschrankung der Versorgung ¥ellen mit N&ahrstoffen tber
Diffusion. Der Anschluss von Fremdgewebe an dietdgdféaRe des Embryos mittels
Angiogenese wird als Schlissel zur Losung des Bnablangesehen. Zunéachst musste
die fur diese Experimente notwendige Basis gesehafferden. Hierzu z&hlen das
Auffinden einer geeigneten Form der Kultivierungg doglichkeit der Manipulation

sowie deren Dokumentation.

3.1 Technische Entwicklungen

Unter der Kultivierungsform wird hier die Art und élde der Kultivierung des
Huhnerembryos, hauptsachlich das Kulturgefal, aedstn. Zunachst wurden mehrere
in der Literatur beschriebene Kultivierungsformeabéiert und auf ihre Eignung hin
beurteilt. Die Beurteilung ergab, dass die komnadrzierfligbaren Gerate nicht den
Anforderungen an ein modernes Setup entsprechersieddiir das Ausbriten von
Vogeleiern konzipiert sind und nicht auf deren Doletation und Manipulation. Aus
diesem Grund wurde eine Reihe von technischen Ekluwvigen notwendig, um voéllig
neue Hightech Systeme zu entwickeln und aufzubdbieise Entwicklungen bilden die

Grundlage fir die folgenden Arbeiten.

3.1.1 Evaluation des Deckelsystems flr In-ovo-Kulturen

Zunachst wurde nach einer geeigneten, stabilenhamdhabbaren Kultivierungsform

fur den Huhnerembryo gesucht. Die Kultivierungsfermmach Perry [82], Auerbach [5]
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und Kunzi-Rapp [54] wurden etabliert und miteinanderglichen. Von den drei Kulti-
Kultivierungssystemen hat sich das Perry-Systembildong 23) als am besten
geeignet erwiesen. Mit ihm ist der Schlupf moéglidar den Nachweis der vollstandigen
und fehlerfreien Embryogenese zweifelsfrei leisfetch mit dem System nach Kunzi-
Rapp war der Schlupf méglich, allerdings war diekDmoentation durch die nur
maximal 1x2 cm groRBe Offnung in der Schale nichfriedenstellend. Mit dem
Auerbachsystem stellte dieser Punkt kein Problem de Dokumentation war ohne
Probleme durch die Petrischale mdglich. Bei dieSgstem war allerdings, sowohl laut
Literatur als auch im Experiment, kein Schlupf méigl der als unverzichtbar erachtet

wurde.

Um die Beurteilung der Perry-Kultur zu ermoéglichewurde experimentell die
Uberlebensrate von Hiihnerembryonen an Tag 18 déwigkiung bestimmt. Die
Inkubation erfolgte unter Standardbedingungen we Material und Methoden
beschrieben. In drei Experimenten (n=35) wurdeddieehschnittliche Uberlebensquote
von 83,6+4,5 % ermittelt. Dies kommt dem Wert dés Kontrolle mitgefihrten
Bruteier (n=45) von 91,2+6,1 % sehr nahe. Mit diesEéxperiment wurde eine flr
weitere Experimente ausreichende Stabilitdt dertufuhachgewiesen. Der Schlupf

gesunder Kuken konnte mit der Perry-Kultur wiedérherfolgreich durchgefiihrt

werden.

Frischhaltefolie

Embryo

Eiklar —

Dotter

Kalkschale

Abbildung 23: Perry-Kultur von Hihnerembryonen. Link s: Blick in die Eierschale auf den Hihnerembryo
durch die Frischhaltefolie (Entwicklungstag 4). Mite: Seitansicht der Perry-Kultur. Rechts: Schemazehnung
der Perry-Kultur mit der Lage der einzelnen Komponerten
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Obwonhl das Perry-System als das beste getestetenSydentifiziert wurde, zeigte es
noch immer Optimierungspotential. Dieses wurde afbem bei der Dokumentation
identifiziert. Zum einen st eine hochqualitative okmentation durch die
Frischhaltefolie nicht moglich und zum anderent thiéi der Dokumentation schnell
Kondensation an der Folie auf. Um diese Problemigeseitigen, wurde das in Material
und Methoden beschriebene Deckelsystem entwickefigebaut und im Folgenden

evaluiert.

Die Optimierung des Perry-Systems mit dem neu ekilien Deckelsystem sieht eine
Befestigung mittels Klebstoff auf der Eierschale.\®ei einer Klebung handelt es sich
um einen chemischen Prozess, bei dem hochreaktibst&hzen in einen mechanisch
festen und wenig reaktiven Zustand Ubergehen. Dida®zess findet hier in
unmittelbarer Nahe zur embryonalen Entwicklung tstateswegen eine negative
Beeinflussung vorstellbar ist. Zum Ausschluss digeéglichen Schadquelle wurden
verschiedene Klebstoffe auf ihre eventuell toxischdfekte hin untersucht. Mit sechs
verschiedenen Klebstoffen (Loctite 309@octite 9480 A&B Hysdl, EPO-TEK 301,
NuSil MED-1511, B. Braun Histoacryl und Karnaubawachs) wurden auf jeweils
zehn Bruteiern Kunststoffringe befestigt. Diese dam inkubiert und beobachtet.
Neben der Schlupfquote und dem Auftreten von Midsbgen wurden auch die
Klebekraft, die Hartedauer sowie die Handhabungadilezelnen Klebstoffe bewertet.
Als Kontrolle wurden unbehandelte Bruteier zeitghebebritet und beurteilt (Tabelle
2).

Die Bruteier der Kontrolle zeigten eine Schlupfguebn 93,3 % (n=15) und keine
feststellbaren Missbildungen. Dies entspricht dewaftungen und den Ergebnissen
bereits durchgefiihrter Experimente. Bei Loctite B0@eigte sich eine Schlupfquote
von 40 % und eine Missbildungsrate von 20 %. Hienla@delte es sich jeweils um den
gleichen, nicht unerheblichen Defekt, namlich deklén eines Auges. Die Hartedauer
betrug drei Minuten, Klebekraft und Handhabung vearchls ausreichend bewertet.
Loctite 9480 A&B Hysot ist ein Zwei-Komponenten Epoxidklebstoff mit hoher
Klebekraft. Er zeigte eine Schlupfquote von 60 %wiso eine sehr lange

Trocknungsdauer von bis zu 24 Stunden. Auch hagerr Missbildungen (20 % der
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Eier) im Bereich der Augen auf. EPO-TEK 30t ein Epoxidklebstoff speziell fiir den
Gebrauch im medizinischen Bereich. Im Vergleich dan anderen getesteten
Klebstoffen zeigte er eine relativ lange und vdsabTrockenzeit, die
temperaturabhéngig zwischen 1 und 24 Stunden lage Bchlupfquote von 40 %
wurde festgestellt, Missbildungen sind nicht aufggein. Die Handhabung wurde als
schlecht bewertet, da die Komponenten manuell gdrhisverden mussten. Die
Klebekraft wurde mit durchschnittlich bewertet. MEB11 ist ein Klebstoff speziell
fur den medizinischen Bereich. Neben einer durahsitichen Trocknungszeit von
zehn Minuten zeigte er eine Schlupfrate von 60 %l Wteine feststellbaren
Missbildungen der Embryonen. Handhabung und Kledfekwurden fir ausreichend

befunden.

Tabelle 2: Beurteilung verschiedener Klebstoffe zuBefestigung des Kunststoffringes an der Eierschaleon
Bruteiern. Beurteilung nach Schlupfrate, Missbhildurgen, Hartedauer, Klebekraft und Handhabung

Schlupf- Hartedauer, Klebe- Handhabu Missbildunge
Klebstoff .
quote, % Minuten kraft ng n, %
93,3
ohne 0
(n=15)
) 40,0 )
Loctite 3090° 3 Min + + 20
(n=10)
40,0 )
EPO-TEK 301° 60-1440Min. + - 0
(n=10)
Loctite 9480 A&B 60,0 )
o 1440Min ++ + 20
HYSOL (n=10)
) ® 60,0 .
NuSil MED-1511 10 Min + + 0
(n=10)
80,0 ]
Karnaubawachs <0,5Min. - - 0
(n=10)
100,0 _
Histoacryl® <2 Min ++ ++ 0
(n=10)

Karnaubawachs ist ein gelbes Pflanzenwachs aus n&iitka, das in der
Lebensmittelindustrie (Lebensmittelzusatzstoff B9OB. als Uberzug von SiiRigkeiten

verwendet wird. Durch Erwadrmen wird es bei etwa @ flissig und héartet beim
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Abkuhlen innerhalb von Sekunden aus. Mit dem Waghsde eine Schlupfquote von
75 % erreicht. Die Festigkeit der Klebeverbindungise1 als mangelhaft und die
Handhabung als ungiinstig bewertet werden. Es konieine Missbildungen

festgestellt werden.

Der Histoacry! Gewebeklebstoff von B. Braun wurde fiir die Wundeegung
entwickelt. Er wird als alternative Mdglichkeit zumahen von Wunden in der
medizinischen Praxis verwendet. Histoacrgkigte eine sehr schnelle Trocknungszeit
von unter zwei Minuten und den Schlupf aller Kiuké&fissbildungen konnten nicht
beobachtet werden. Durch sein niederviskoses FHrdf&iten ist es mdoglich, mit
geringem Materialaufwand den Ring an der Eiersclmale fixieren. Sowohl die
Handhabung als auch die Klebekraft wurden dahesatit gut beurteilt. Im Vergleich
eignet sich der Gewebeklebstoff am besten fir dfe&igung des Deckel-Systems am
Ei, weswegen fiir die weitere Evaluation der Deglstsme Histoacryl verwendet

wurde.

Durch das Deckelsystem wurde die EinschrankungDadwumentationsqualitat durch
die Frischhaltefolie beseitigt. Daneben bildet die der Grenzflache zur kéalteren
Umgebung auftretende Kondensation ein weiteres I@&roldir die Dokumentation.

Hierfr ~ wurden die in Material und Methoden besehenen

Antikondensationsmethoden entwickelt und aufgebder erste Schritt, um die
entwickelten Antikondensationsmethoden zu testestamd in der Untersuchung der
Temperaturstabilitét der verwendeten Heizungen. Destung erfolgte in einer
Langzeitmessung der Glastemperaturen der beidessghiedlichen Deckel Uber den
verbauten ptl00 Temperatursensor. Die Deckelheaungiurden auf 37,5 °C
eingestellt und die Messwerte aufgezeichnet. Disdderg erfolgte mit verschiedenen
Deckeln beider Ausfihrungen bei Raumtemperatur. Darmluftgeblase-Heizung

wurde in mehreren Experimenten (n=6) Uber einentralen von 72 Stunden
untersucht. Eine maximale Abweichung der Glasteatpervon 0,2 °C um den
eingestellten Wert (37,5 °C) wurde gemessen. Mih dgeichen Aufbau wurde die
Widerstands-Heizung getestet. In finf Experimeitennte ein maximales Abweichen

von 0,1 °C vom eingestellten Wert (37,5 °C) gemesserden.
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In-ovo-Kulturen, die mit Wasser gefillt und mit xetsystemen verschlossen wurden
dienten zur Testung der Funktionalitat der Antikemsationssysteme. Diese Kulturen
wurden 30 Minuten im Inkubator (37,5 °C, 65 % RHgphitet. Anschlieend aus dem
Inkubator genommen und die Zeit bis zum Auftreten Idondensation gemessen. Die
Kontrolle stellte eine Kultur mit Deckelsystem ohiiendensationsschutz dar. Dieser
zeigte bereits nach 30 Sekunden erste Wassertrajgfénzeichen flir Kondensation an
der Scheibe. Bei den beiden temperaturgeregelt@kdsystemen konnte die bereits
gezeigte Temperaturstabilitdt erneut festgesteditden. Die auf 37,5 °C geregelten
Deckelsysteme zeigten auch nach 120 Minuten keimescdlilechterung der optischen
Eigenschaften durch Kondensation. Zwischen Wiededs-Heizung und Geblase-
Heizung konnte kein Unterschied beobachtet werdede Messung wurde dreimal

durchgefuhrt.

Abbildung 24: Kondensation an der Glasscheibe desdgkelsystems bei unterschiedlichen Glastemperaturen
(35,5, 36,0, 36,5 und 37,0 °C). Regelung der Glasigeratur Uber die Widerstands-Heizung.
Umgebungstemperatur betrug 21,0 °C. Kondensationséiheit konnte ab 36,5 °C aufwarts erreicht werden
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Um den Embryo vor Hitzeschaden zu schitzen, wurde fdr die permanente
Kondensationsfreiheit minimal bendtigte Glastemperbestimmt (Abbildung 24). Das
Experiment wurde durchgefuhrt, indem die Glassahdiker Raumtemperatur ausgesetzt
wurde, der untere Teil der Kultur hingegen auf 37Ch temperiert wurde, um den
Embryo am Leben zu erhalten. Die Glastemperatudevum mehreren Versuchsreihen
(n=3) auf 35,5, 36,0, 36,5 und 37,0 °C geregeltAlostand von zehn Minuten wurden
die Deckel der Kulturen auf Kondensation gepriftedes Experiment wurde mit
beiden Heizungen durchgefiihrt. Eine permanente iNgelhung der Kondensation

konnte bei beiden Heizungen ab einer GlastempevatuB6,5 °C erreicht werden.

Der Nachweis der Funktionalitat des Deckelsystemsnknur durch die vollstandige
Entwicklung eines gesunden Kikens gezeigt werdemuwl so eine Schadigung durch
die Optimierung des Perry-Systems zweifelsfrei aasglossen werden kann. Mit dem
Dokumentations- (n=3) sowie dem Manipulationsde¢keB3) wurden In-ovo-Kulturen
inkubiert und zum Schlupf gebracht. Die Deckelhegen wurden hierbei zunéachst
nicht verwendet, um das Anti-KondensationssystesnSahadquelle ausschlieRen zu
konnen. An Tag 19 und 20 der Inkubation wurde amnder Perry-Kultur jeweils ein 1
mm grol3es Loch am oberen Ende der Schale gebolatSEhrauben des Deckels
wurden an Tag 20 entfernt, um dem Tier das Schilipteermdglichen. Als Kontrolle
wurden Bruteier (n=15) zeitgleich inkubiert. Diezgigten eine Schlupfquote von 93,3
%. Fur die Kulturen mit Dokumentationsdeckel komntdérei gesunde Tiere zum
Schlupf gebracht werden, ebenso beim Manipulatiecisel. Missbildungen wurden zu
keiner Zeit festgestellt. Die aus den mit Deckdlsyeen bestlickten In-ovo-Kulturen
geschlupften Kiken waren nicht von den Kiken dentkale unterscheidbar. Hierbei

wurden Gewicht, GroRe und Aktivitadt betrachtet.

Die Evaluation des vollstandigen Deckelsystems usikie der beiden Heizungen
erfolgte in einem weiteren Schlupfexperiment. Dheol/o-Kulturen wurden dergestalt
prapariert, dass jeder Deckel in Kombination mitegeHeizung untersucht wurde. Die
Ventilationsoéffnungen an Tag 19 und 20 sowie didfdtnung der Schrauben an Tag 20
wurde durchgefuhrt, um den Schlupf zu ermdéglichBie Widerstands- und die
Geblase-Heizung des Deckels wurden im Schlupfexymsri mit der fir

Kondensationsfreiheit minimal notwendigen Temperatan 36,5 °C betrieben. Es
konnten mit allen getesteten Kombinationen wiedirfro=3) gesunde Kiken zum
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Schlupf gebracht werden. Die als Kontrolle mitgetéh Bruteier (n=15), die der glei-
gleichen Charge entstammten wie die im Experimamvendeten Bruteier, zeigten
eine Schlupfquote von 86,6 % und keinerlei Misalmigen. Kondensation wurde fir
die gesamte Dauer des Experimentes erfolgreich indgh. Kontroll- sowie

Versuchstiere waren nicht unterscheidbar in ihred(38, ihrer Aktivitat und ihrem
Gewicht. Mit dem wiederholt erfolgreichen Schlu@nk das Deckelsystem inklusive
der beiden Antikondensationsmethoden, in allen Koatibonen von Deckel und
Heizung, als evaluiert angesehen werden. Damitt di@h weitere experimentelle
Arbeiten eine Kulturform zur Verfligung, die sichrdu Stabilitat, Handhabbarkeit hohe
Qualitat der Dokumentationsmdglichkeit und der Mgdgteit zur Manipulation

auszeichnet.

3.1.2 Evaluation des Inkubators fir eine In-ovo-Kultur

Der Aufbau eines neuen Inkubators erschien notwendia die kommerziell

verfugbaren Inkubatoren nicht auf die Anforderungemer wissenschaftlichen
Nutzung, sondern auf die Bebriitung einer moglitlesten Anzahl von Eiern ausgelegt
sind. Fur die wissenschaftliche Nutzung mit Schwakp auf Dokumentation und
Manipulation ist keiner der bekannten kommerzietiddtlichen Inkubatoren geeignet.
Die Neuentwicklung sollte die angesprochenen Eigesiften aufweisen, um das
wissenschaftliche Arbeiten mit In-ovo-Kulturen, \edlfem der mit dem Deckel-System
optimierten Perry-Kultur, zu erleichtern. So sailietwa eine automatisierte Inkubation
und Dokumentation, elektrische Autarkie der wicktign Funktionen und eine
kompakte Bauweise zentraler Bestandteil der Neuekiwg sein. Um diese

Anforderungen zu erflllen, wurde der unter Matenmd Methoden beschriebene

Inkubator fir eine In-ovo-Kultur entwickelt und gebaut.

Zur Evaluierung des Inkubators wurde zunachst diefzeit im Akkumulator Betrieb
gemessen. In drei Versuchen konnte eine durchsletimt Laufzeit von 8,5+0,7
Stunden festgestellt werden. FiUr einen Zeitraum \&h Tagen wurde eine
Langzeitmessung der Temperatur und der RH im Inkwubdurchgefihrt, um die
Stabilitat der Inkubationsparameter nachzuweisebb{l@ung 25). Die Parameter

wurden auf 37,5 °C und 65 % RH gesetzt. Zur Messungde ein geeichter
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Datenlogger (MSR) genutzt. Dieser wurde an dert®osder In-ovo-Kultur an deren
Position platziert. Um einen Warme- und Feuchtitgkarlust nach oben zu vermeiden,
wurde die Offnung durch einen Deckel verschlossBie Ventilationséffnungen
wurden wahrend des Versuchs in der gleichen, jewkdlb geotffneten Position
gehalten. Die fur die Brut optimale Temperatur 315 °C sowie die Luftfeuchtigkeit
von 65 % wurden innerhalb von 60 Minuten nach Hiaien des Gerates erreicht. Die
langerfristige Beobachtung der Werte zeigte eineximale Schwankung der
Temperatur von +0,7 °C um den eingestellten Weit Duftfeuchtigkeit schwankte
maximal um 1,5 %. Uber den Zeitraum von 21 Tag@mnke das Klima bei
regelmaRigem Nachfillen des Wasserreservoirs (f@ekils 72 Stunden) konstant

gehalten werden. Dieses Ergebnis wurde bei der &edling des Experimentes

bestéatigt.
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Abbildung 25: Langzeitmessung von Klimaparametern im Inkubationsraum. Verlauf von relativer
Luftfeuchtigkeit (blau) und Temperatur (rot) gemesseniiber 21 Tage. Verlauf der Sauerstoffkonzentrationm
Inkubationsraum des Inkubators gemessen lber 18 Tadeei verschlossenem Inkubationsraum
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Die maximale Betriebszeit ohne Nachfiillen des Wasservoirs wurde im wiederhol-
ten Experiment (n=3) mit 6,6+0,3 Tagen ermittelie Beitnahme erfolgte mit Abfallen
der RH wunter 60 %. Zum Nachweis der ausreichendeentiMtion des
Inkubationsraumes wurde eine Langzeitmessung deuerSaffkonzentration
durchgefuhrt (18 Tage). Hierzu wurde mit einem $stoffmessgerat zweimal taglich
die Sauerstoffkonzentration im Inkubationsraum gesaa (Abbildung 26). Um den
Sauerstoffverbrauch durch den Embryo zu berickgeht wurde der Versuch mit
einem sich in der Entwicklung befindenden Embryo Rerry-Kultur wiederholt.
Wahrend des Experimentes waren die drei Ventilatifinungen vollstandig
geschlossen, um die minimale Ventilation zu sinmale Der Embryo war wahrend der
gesamten Dauer des Experimentes am Leben und eangt@ormale Entwicklung. Die
Sauerstoffkonzentration im Inkubationsraum betru@,02 +0,4 %. Selbst der
vollstandige Verschluss der Ventilationséffnungesigie keine Veranderung der-O

Konzentration wahrend den 18 Tagen der Messung.
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Abbildung 26: Langzeitmessung von Klimaparametern im Inkubationsraum. Verlauf der
Sauerstoffkonzentration im Inkubationsraum des Inkwbators gemessen uber 18 Tage bei verschlossenem
Inkubationsraum
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Die Funktion des Manipulationsdeckels im Inkubatorde getestet, indem tber eine 1
ml Spritze mit Kanulle an verschiedenen Punktemgerilissigkeitsmengen von etwa
100 pl in den Dotter eines kultivierten Huhnerenasryinjiziert wurden. Bei der

injizierten Flussigkeit handelte es sich um Wassalches mit Patentblau V gefarbt
wurde und die Verfolgung der Manipulation deutliehleichterte. Die Injektionen

erfolgten ohne direkten Blickkontakt Uber die Dolantationseinheit des Inkubators.
Die drei Injektionen konnten prézise an den bedligien Stellen vorgenommen
werden. Wahrend der Injektion, Uber den Manipufetteckel, war die gesamte

Oberflache der In-ovo-Kultur erreichbar.

Die automatisierte Dokumentation der Kulturen ist komplexer Vorgang, der in sich
schlissig und auf mehrere Parameter abgestimmtewentluss. Zunachst wurde die
Wendung der In-ovo-Kulturen betrachtet. Die Nutzung des

Standardinkubationsprotokolls im Standardinkubgtmn Position zu Position in 120
Minuten) wirde im neu entwickelten Inkubator zuegilhohen Anzahl unbrauchbarer
Aufnahmen fuhren. Um diesen Prozess zu optimierearde zunachst in einer
Testreihe die Uberlebensquote von Hihnerembryam@eiry-Kulturen ohne Wendung
untersucht, da die Mdglichkeit der Inkubation ohifendung die einfachste Lésung
darstellt unbrauchbare Bilder zu vermeiden. In zwe&estgruppen wurden
Huhnerembryonen in unterschiedlichen Standardiniouba bebritet (Abbildung 27).
Die Kontrollgruppe wurde nach Standardprotokollget20 Minuten gewendet, die
Testgruppe wurde nicht gewendet. Die Uberlebensiate Tag 18 wurde als
Beurteilungskriterium verwendet. Im Experiment Ubleten 42,3 % der nicht
gewendeten Kulturen, bei der Kontrollgruppe 84,686. ahnliches Ergebnis wurde im
Wiederholungsexperiment gefunden. Hier Uberlebteder Testgruppe 30,0 %, in der
Kontrollgruppe 70,0 % der Embryonen, bis Tag 18e hkubation ohne Wendung

wurde daher nicht weiter in Betracht gezogen.
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([ Tag 3
110~ NI Tag 18

n=15 n=14 n=15 n=14
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% lebender Embryonen
% lebender Embryonen

nicht wenden Kontrolle - nicht wenden Kontrolle v2s1 Kontrolle - v2°s2  Kontrolle

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 1 Experiment 2

Abbildung 27: Auswirkung von Wendung und Wendegesohindigkeit auf die Uberlebensrate von
Huhnerembryonen in Perry-Kultur. Links: Keine Wendun g gegen Kontrolle (eine Wendung pro 120 Minuten)
Rechts: Erhéhte Wendegeschwindigkeit (2 °/s) gegeroktrolle (0,6 °/s) aufgetragen

In der Erhdéhung der Wendegeschwindigkeit wurde ewnestere Maoglichkeit zur
Optimierung des Wendeprotokolls gesehen. Die Auawig einer erhdhten
Wendegeschwindigkeit wurde daraufhin im Experimertersucht (Abbildung 27). Aus
einer Anzahl Perry-Kulturen wurden zwei Gruppeniigieh. Die Kontrollgruppe wurde
nach Standardprotokoll inkubiert. Die Wendegeschigkeit des Standardinkubators,
mit dem die Kontrollgruppe inkubiert wurde, bet@@ °/s. Fur die Testgruppe wurde
ein zweiter Inkubator so umgebaut, dass die Wersbbgendigkeit stufenlos regelbar
war. Als Testgeschwindigkeit wurde 2 °/s gewé&hlhnfich wie beim vollstandigen
Weglassen des Wendens zeigt das schnelle Wendéeh fsiteinen negativen Einfluss
auf die Uberlebensrate der Embryonen. Im Experiribetlebten in der Testgruppe bei
schnellem Wenden nur 40,0 % der Embryonen, wohieigeg der Kontrolle 71,4 %
Uberlebten. Ein ahnliches Ergebnis konnte im Wieodkeingsexperiment ermittelt
werden. Die Uberlebensquote der Testgruppe lag Mhier 46,7 %, die der
Kontrollgruppe bei 78,6 %. Aus diesen Ergebnissemde der Schluss gezogen, die
Wendung im Inkubationsprotokoll mit einer Geschvigkeit von 0,6 °/s anzusetzen,

um eine Schadigung der Embryonen zu vermeiden.

Die Anpassung des Wendeprotokolls Uber die Wendégesdigkeit und das
Weglassen der Wendung war damit als nicht zielfithi@bzulehnen. Daher musste das

Wendeprotokoll in seinem zeitlichen Ablauf angepagssrden. Dazu wurde zunachst
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eine Einschatzung Uber ein geeignetes Dokumensatitgmvall angestellt. Ein Bild pro
20 Minuten erschien angebracht. Das Wendeprotakoide nun derart abgewandelt,
dass die Kultur zunachst 120 Minuten in der Waadeesn verbleibt, nach vorne
wendet und nach weiteren 20 Minuten in die Waadmeczuriickgewendet wird. Somit
entsteht nur ein unbrauchbares Bild pro 120 Minuiases Protokoll wurde mit finf
In-ovo-Kulturen erprobt. Von diesen funf Kulturemeilebten alle bis Tag 18, dies

bestétigte die Eignung des Wendeprotokolls.

Bei der automatisierten Dokumentation tritt ein tenegr Effekt auf, der im nattrlichen
Ablauf der embryonalen Entwicklung, aber auch beér dinkubation im

Standardinkubator, dergestalt nicht vorkommt. U dokumentation in ausreichender
Qualitat durchfiihren zu kénnen, ist es zwingendveatlig, den Embryo zu beleuchten.
Im Brutei wird der Embryo durch die Schale vom Auwlgt abgeschirmt, was,

abgesehen vom Tag-Nacht-Rhythmus, eine gleichbidibé.ichtstarke gewahrt. In der
In-ovo-Kultur kann das Licht durch die Offnung d&®mkumentationsfenster des
Deckelsystems zu dem Embryo vordringen. Bei dereexyentellen Arbeiten wurde

festgestellt, dass die Embryonen schon sehr frisly @) auf Licht reagieren. Fir die
Dokumentation ergeben sich verschiedene Mdoglicekeder Beleuchtung. Wéhrend
eine Dauerbeleuchtung einfacher zu realisieremistet die Beleuchtung in Intervallen

den Vorteil der geringeren Reizung des Embryos.

Die Untersuchung der Auswirkung von Licht auf deohsentwickelnden Embryo
erschien zur Optimierung des Beleuchtungsprotokatisvendig, da diese friihzeitig
auf Lichteinwirkung reagieren (Abbildung 28). Im fgeriment wurden zwei Gruppen
von Perry-Kulturen gebildet. Die Testgruppe wurde ermanenter Beleuchtung mit
einem Weil3licht LED-Ring (Beleuchtungsstarke 110@x)Lkultiviert, wahrend die
Kontrollgruppe im Dunkeln inkubiert wurde. An Ta@ Wurde die Uberlebensquote
bestimmt. Es zeigte sich eine deutliche Reduktioer dJberlebensquote bei
Dauerbeleuchtung. In beiden Experimenten wurde Elrerlebensquote von jeweils 50
% festgestellt. Die Kontrolle zeigte hingegen eifserlebensquote von 87,5 bzw. 77,7
%.
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Abbildung 28: Auswirkung von Dauerbeleuchtung und @ Minuten Beleuchtungsintervall auf die

Uberlebensrate  von Huhnerembryonen in Perry-Kulturen. Links: Aufgetragen  wurde

Dauerbeleuchtung(1100Lux WeiRlicht-LED) gegen die Komblle (Keine Beleuchtung). Rechts: Aufgetragen
wurde Intervallbeleuchtung im 20 Minuten Takt fir 3 Sekunden (1100 Lux WeiRlicht-LED) gegen die
Kontrolle (Keine Beleuchtung)

Als ein fur die automatisierte Dokumentation geetgs Beleuchtungsintervall wurden
20 Minuten festgelegt. Als Mal3stab wurde hier etpétiment genommen, bei dem fir
das Tissue Engineering geeignetes Gewebe im Evianttwird und bei dem der Fokus
auf der Dokumentation der Veranderungen dieses Besvikegt. Um die Auswirkung
der Beleuchtung in diesem Intervall auf die Ubeslednjuote zu ermitteln, wurde ein
entsprechendes Experiment durchgefuhrt. Es wurderDunkeln inkubierte Perry-
Kulturen mit solchen verglichen, welche in 20 Mietintervallen fur drei Sekunden
beleuchtet wurden. Die Beleuchtung erfolgte mieein_LED-Ringlicht (1100 Lux). Das
Experiment wurde zweimal wiederholt. Die Uberletrates der Kontrolle sowie der
beleuchteten Kulturen lag in beiden Experimenteingéichem Niveau. Die Quote der
beleuchteten Kulturen lag mit 80 % knapp Uber agrkbntrollgruppe mit 78,6 %. Bei
der Wiederholung des Experimentes lagen die Quiotgtier Gruppen bei 75,0 %. Da
die Beleuchtung im 20-Minuten-Intervall keine negat Veranderung der
Uberlebensquote bewirkte, erscheint dieses Intefiialdie Dokumentation geeignet.
Fur die automatische Dokumentation wurde die Béieu daher so umgesetzt, dass
die Kamera mit der Beleuchtung gekoppelt wurde wsal nur eine minimale
Lichtexposition auftritt. Lediglich fir die Daueed Aufnahme findet eine Beleuchtung

des Eies von drei Sekunden statt. Dieses Systerdewftir Aufnahmeintervalle von 5
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und 30 Sekunden sowie 1, 5, 15, 45, 60 und 120 fdingetestet. In allen getesteten

Zeitintervallen wurde eine optimale Ausleuchtung d@estobjektes erzielt.

Tag 14 nach Schlupf Tag 43 nach Schlupf

Tag 109 nach Schlupf

Abbildung 29: Automatische Dokumentation der Embry@enese des Huhnes von Tag 3 bis Tag 18 im
entwickelten Inkubationssystem fiir eine In-ovo-Kulur. Gezeigt sind ausgewahlte Bilder von jedem Tagm
Anschluss ist die Entwicklung des im Inkubator ausgbriiteten Tieres bis zum Erwachsenenstadium gezeigt

Der Nachweis der Funktionalitat des Inkubators kahnlich wie beim Deckelsystem
nur durch den erfolgreichen Schlupf eines gesundéeens, hierbei mit vollstandiger
automatischer Dokumentation der Embryogenese (dbbd 29), erbracht werden.
Daher wurde eine In-ovo-Kultur in den auf 37,5 @65 % RH geregelten Inkubator
eingesetzt. Die Kultur wurde mit einem Dokumentasideckel verschlossen und tber
die Widerstandsheizung frei von Kondensation gehalDie Deckeltemperatur wurde
auf 36,5 °C konstant geregelt, um die durchgan@gkumentation im 20-Minuten-

Rhythmus zu gewéhrleisten. Die Wendung erfolgtee alei Stunden mit einer
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Geschwindigkeit von 0,6 °/s. An Tag 18 wurde didtiuin einen Schlupfinkubator
dberfuhrt, um den Schlupf zu ermdglichen. An Tagwi@den zwei Locher in die
Schale gebohrt, um die Umstellung der Atmung zudgtiohen. An Tag 20 wurden die

Schrauben des Deckels entfernt.

Ein gesundes weibliches Kiken konnte aus eigenaft Kan Tag 21 schlipfen. Das
Versuchstier wurde mit drei Kontrolltieren, die ealam gleichen Tag schlipften,
gehalten und bis ins Erwachsenenstadium beoba@&#etier Gruppe handelte es sich
um zwei weitere Weibchen und ein Mannchen. Die Bebtung des Sozialverhaltens
in der Kleingruppe zeigte keinerlei Merkmale sozialAbnormitat bei dem

Versuchstier. Die Gewichtszunahme Uber die Zeitsppach den Werten der
Vergleichstiere. Nach zehn Wochen erfolgte bei aeiblichen Tieren die erste
Eiablage. Um einen reproduktionsschadlichen Effiekth die Kultivierung in dem aus
Deckelsystem und Inkubator bestehenden Aufbau aokhkeRen, wurde das
Versuchstier fir einige Tage von dem Rest getremut die von ihm gelegten Eier
untersucht. Die gesammelten Eier (n=10) wurderdfér Tage inkubiert, getffnet und
auf Befruchtung untersucht. Von den untersuchtesrrEzeigten 90 % einen normal
entwickelten Embryo (Abbildung 30, links), 10 % war unbefruchtet. Von den
befruchteten Eiern wurde eines zusammen mit zweitidbeiern ausgebritet. Das
geschlupfte Jungtier (Abbildung 30, rechts) zemjtee normale Entwicklung sowie ein

normales Sozialverhalten gegenuber den Kontraditier

Das Schlupfexperiment wurde sowohl mit dem Manipotesdeckel als auch mit der
Geblase-Heizung wiederholt (je zweimal). Alle Expwnte konnten mit dem
erfolgreichen Schlupf eines gesunden und normakiekelten Jungtieres sowie der
vollstandigen Dokumentation der Entwicklung abgéssten werden. Pro Experiment
wurden so etwa 1100 Bilder (1 Bild/ 20 Minuten fast 16 Tage) in hoher Qualitat
generiert, die fir eine nachtragliche Bearbeiturghrsgut geeignet sind. Ein

Zeitrafferfilm wurde aus einer der Bilderreihen&nschauungszwecken generiert.
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Abbildung 30: Nachkommen des im Inkubator ausgebrigten Tieres. Links: Befruchtetes Ei (gelegt 11
Wochen nach Schlupf des Versuchstieres) nach 3 Tag@&ebritung gedffnet. 90 % der untersuchten Eier
zeigten normal entwickelte Embryonen. Rechts: Normia entwickeltes Eintageskiken geschlift aus den
Bruteiern des Versuchstieres

3.1.3 Evaluation des Inkubators fir mehrere In-ovo-Kulturen

Der Inkubator fur eine In-ovo-Kultur wurde dem Bddaach einem System mit hoher
Flexibilitat und Mobilitdt sowie der Mdoglichkeit zthochqualitativen Dokumentation
und Manipulation folgend entwickelt. Fir Experimenmit einer gréfReren Anzahl
Kulturen muss eine Parallelisierung, also eine chteeitige Durchfiihrung von

Experimenten mit mehreren Inkubatoren, erfolgeresOst nicht kosteneffizient oder
zeitsparend, weswegen ein zweiter Inkubator enwgliaknd aufgebaut wurde, der eine
groRere Anzahl von In-ovo-Kulturen parallel inkuleie kann und, mit Ausnahme der
kompakten Bauweise, alle Eigenschaften des Inkubdiio eine In-ovo-Kultur besitzt.

Der Inkubator fur bis zu 24 In-ovo-Kulturen wurdetwickelt und, wie in Material und

Methoden beschrieben, aufgebaut. Die Evaluation Idksbators begann mit der

Uberpriifung der technischen Parameter.

In einem Langzeittest Uber 18 Tage wurden mit eigemichten Datenlogger (MSR)
RH und Temperatur in der inneren Inkubationskamgemessen. Die Auswertung
zeigte eine konstante Temperatur um den eingesteollwert von 37,5 °C. Die
Schwankungen um diesen Wert betrugen maximal +3,5Eine stabile Temperatur
wurde 21 Stunden nach Einschalten des Inkubatoesckt. Nach 17 Stunden konnte
eine RH von 65%4 % erreicht und gehalten werdesoBders in der frihen Testphase

schwankten die Feuchtigkeitswerte noch und stadrilen sich nach 17 Stunden
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zunehmend. Uber 15 Tage wurde die Sauerstoffkorat@n im mit Perry-Kulturen
bestlickten Inkubationsraum verfolgt. Sie lag ziné&mi Zeitpunkt unter einem Wert
von 20,7 %, was eine ausreichende Versorgung muerStoff tGber den gesamten
Zeitraum gewahrleistet.

Die automatisierte Dokumentation der In-ovo-Kulturgestaltete sich bei diesem
Inkubationssystem komplexer als bei dem weiter dbeschriebenen Inkubator. Hier
galt es, pro Dokumentationsereignis alle Kultureausteuern und zu dokumentieren.
Durch die hohere Anzahl der Kulturen musste eindlidee Begrenzung des
Dokumentationsintervalls gefunden werden. Fir \eestene Anzahlen von Kulturen
wurden die minimalen Intervalle bestimmt. Fir eiKeltur betrug die Zeit 15
Sekunden, fur 3 Kulturen 1 Minute, fur 10 Kulturg® Minuten und fir 24 Kulturen 11
Minuten.

Abbildung 31: Automatisierte Dokumentation von Embryonen in Perry-Kulturen im Inkubator fur mehrere
In-ovo-Kulturen. Gezeigt sind ausgewahlte Bilder zwerschiedenen Zeitpunkten der Embryonalentwicklung
sowie der geschlipften Jungtiere
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Da bei diesem neuen Inkubator die DokumentatiortefaitKamera als auch mit Hilfe
eines Fluoreszenzbinokulars moglich ist, wurdemdararianten mit In-ovo-Kulturen
durchgefuhrt. Die Dokumentation mit Kamera konnié arei Kulturen Uber funf Tage
und einem Dokumentationsintervall von flinf Minutenfiolgreich durchgefuhrt werden
(Abbildung 31). Ebenso erfolgreich verlief die diBokumentation von drei
fluoreszierenden Proben mit dem Binokular Gber 24un&n mit einem
Dokumentationsintervall von funf Minuten. Hierbeurde den Erkenntnissen aus den
Experimenten zum Wenden und zur Beleuchtung vonnkli@mbryonen Rechnung
getragen. Die Wende- und die Verfahr-Geschwindigkerden auf 0,6 °/s bzw. 1 cm/s
begrenzt und die Beleuchtung auf den Zeitraum dekubhentation von ca. drei
Sekunden pro Kultur festgelegt.

Das abschlieRende Experiment der Evaluation desbhtkrs bildete, wie zuvor beim
Inkubator fir eine In-ovo-Kultur, ein Schlupfexpaent mit automatisierter
Dokumentation. Hierfir wurden finf Perry-Kulturemapariert und in der inneren
Inkubationskammer verteilt. Das Dokumentationsiarwurde mit 20 Minuten fur

die vollstandige Dokumentation aller funf Kulturgew&hlt. 80 % der Kulturen konnten
zum Schlupf gebracht werden. Die geschlipften Kikaren alle gesund und normal
entwickelt. In einem Wiederholungsexperiment minffiweiteren Perry-Kulturen

konnten vier zum Schlupf gebracht werden. Die Kikemngten alle ein normales

Verhalten und eine den Kontrolltieren vergleichbangwicklung.

3.1.4 Vollstandig kunstliche Schalensysteme

Obwohl sich das optimierte Perry-System flur die ddsichung der Nutzbarkeit des
Huhnereies zur Kultivierung von Zellen und Gewebgut eignet, kann diese
Kulturform nur eine Briickenldsung darstellen. So8tch dieser Ansatz als zielfiihrend
erweisen, muss eine besser definierte, eine votgaartifizielle, Kultivierungsform

entwickelt werden, um eine optimale Kontrolle dartivierung zur gewahrleisten. Die
Eignung dieser vollstandig kinstlichen Kultiviershgym muss, wie auch bei dem
optimierten Perry-System geschehen, durch den Bkcldines gesunden Jungtieres
nachwiesen werden. Fir die experimentellen Arbedterdieser Kultivierungsform, ist

der Schlupf das Ziel. Auf dem Weg zum Schlupf misseeitere Parameter zur
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Beurteilung der Kultivierungsform herangezogen weerdAls geeignet hierfur erschei-

erscheinen die maximale Entwicklung und die durichgtliche Entwicklung.

Zunéchst gilt es die wichtigste Funktion der Kahale, die Versorgung mit Kalzium,
fur ein kinstliches Kulturbehéltnis sicher zu &ell Dies kann lber die Einarbeitung
einer Kalziumquelle in die Wand des Kulturbehélteder Uber die Zugabe einer
Kalziumquelle in die unmitteloare Umgebung des Brabrerfolgen. Erstere Variante
wirde in einer starken Einschrdnkung der Matergadal resultieren weswegen
Variante zwei als zielfihrender empfunden wurdemiara setzt in seinem artifiziellen
Kultivierungsgefal fir Wachteln Kalzium-Laktat eum die Kalziumversorgung sicher
zu stellen [51]. Fur die Untersuchungen in diesdyeit wurden 400 pl Kalzium-Laktat
in flussigem Eiklar (0,07 g/ml) und 100 mg autokéatem Eierschalenpulver (Huhn)
als Zusatz pro Embryo gewahlt. Die Menge an Kalzlaktat tragt hierbei dem

hoéheren Gewicht des Huhnereis gegeniber des WaishiRg¢chnung.

B Tee |
B Tae 18
] n=15 n=14 n=14 n=13
100

% lebender Embryonen

Kalziumzugabe Kontrolle -- Kalziumzugabe Kontrolle

Experiment 1 Experiment 2

Abbildung 32: Auswirkung der Zugabe von Kalzium auf die Uberlebensquote von Hithnerembryonen in
Perry-Kulturen. Uberlebensquote an Tag 18 inkubiert mit Kalzium-Laktat (0,07 g/ml Eiklar) und
Eierschalenpulver (100 mg) verglichen mit der Kontrde
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Um einen moglichen negativen Einfluss der Kalziug@tme auszuschliel3en, wurden
die beiden Zusatze frisch praparierten Perry-Kaliurzugegeben und deren
Uberlebensquote an Tag 18 der Entwicklung mit uabdblten Kontrollkulturen

verglichen (Abbildung 32). Die Uberlebensquote beidSruppen zeigt &ahnliche
Resultate (78,5 % mit Kalziumzusatz, 79,5 % Komgroppe). Im

Wiederholungsexperiment konnte das Ergebnis remieduwerden (85,7 % bei

Kalziumgabe, 84,6 % bei der Kontrolle). In weiterexperimenten wurden Kalzium-
Laktat und Schalenpulver einzeln getestet. Auch koente kein negativer Einfluss auf
die Uberlebensquote festgestellt werden. Alle Probeigten ein normales Wachstum
der CAM. In den folgenden Experimenten mit kiinkinc Schalensystemen wurden
400 pl Kalzium-Laktat in flissigem Eiklar (0,07 djmund 100 mg gemahlenes
Eierschalenpulvers als kinstliche Kalziumquellenenwv nicht anders erwéhnt,

standardmalfiig eingebracht.

In einem ersten Schritt wurde eine breite PaleaitMaterialien und Formen ausgewahlt,
um sie in Kultivierungsexperimenten mit Hihnerendmsn auf ihre grundlegende
Eignung als  Kulturbehélter zu testen (Abbildung .33)Bei den

Kultivierungsexperimenten wurde jeweils das fur drerry-Kultur beschriebene
Standardprotokoll angewendet. Grundlegende Eigafigerh an die Kulturbehalter
waren Dichtigkeit, Autoklavierbarkeit und mechaliscStabilitdt. In Summe wurden
uber 60 verschiedene GefaRRe in Kultivierungsexpamten untersucht. Der Ubersicht
wegen sei hier nur eine Auswahl der Systeme natleschoieben und auf die
Ergebnistendenzen eingegangen. Vielversprechendderisleen wurden durch

Beschichtungen und Anpassen der Geometrie (Sclikbtdind Form) angepasst und
erneut im Experiment untersucht. Die Beurteilung dezelnen Kulturbehéltnisse
erfolgte  anhand der maximalen Uberlebensdauer dembryonen und der

durchschnittlichen Uberlebensdauer. Die Kontroler &Embryonen erfolgte taglich,
wobei tote Embryonen aus den Experimenten entterdtVeranderungen dokumentiert

wurden.

Aus PDMS (Polydimethylsiloxan, Sylgdtd 184) wurden Formen mit einem
zylindrischen Kdorper und einem halbkugelférmigendBo hergestellt (Abbildung 34,
links). Die PDMS-Zylinder wurden in einer HOhe v6& mm, einem Innendurchmesser
von 43 mm und einer Wandstarke von 3 mm gegossas.vBrwendete PDMS wurde
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im Verhaltnis 1:10 (Harter: Monomer) gemischt, exsigund in einer Teflon Form bei
80 °C fur drei Stunden ausgehértet. AnschlieRendlevudie Formen im Ultraschallbad
fir 15 Minuten in destilliertem Wasser gereinigadd dem Uberfiihren der Embryonen
in die PDMS-Behalter wurden diese mit einer Lagesdhhaltefolie verschlossen. In
Kultivierungsexperimenten konnte das maximale (#imrh bis Tag 8 gezeigt werden.
Die durchschnittiche Uberlebensdauer wurde mit Tagen berechnet. Die
Beschichtung der PDMS-Zylinder mit Eiklar, Agar ur@elatine konnte keine
Verbesserung der maximalen sowie durchschnittlicRatwicklungsdauer bewirken.
Ahnlich verliefen die Experimente mit PDMS-Zylindait einer Wandstarke von sechs
mm. Das maximale Uberleben in diesen Behaltern umit sieben Tagen und die
durchschnittliche Entwicklung mit 4,8 Tagen erniitte

suablane
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Abbildung 33: Auswahl an kunstlichen Kulturbehéltern fur Hihnerembryonen, die im Rahmen dieser Arbeit
entwickelt, aufgebaut und im Kultivierungsexperimert untersucht wurden
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Beim Fraunhofer IKTS Dresden wurden Keramikschaas AbOs in verschiedenen
Ausfuhrungen in Auftrag gegeben und hergestelltbjilnng 34, rechts). Die Formen
hatten eine H6he von 60 mm, einen Innendurchmessed4l mm und eine Wandstarke
von 2 mm. Die Rohlinge wurden bei unterschiedlichemperaturen (1300, 1350 und
1400 °C) gebrannt, was sich in einer unterschibdhcRauigkeit der Oberflache und
Porositat aullerte. Die unterschiedlichen Kerammkéar wurden in mehreren
Experimenten untersucht. Das maximale Uberlebemevanit Tag 9 mit den bei 1350
°C gebrannten Formen erreicht. Die mit 1300 °C gebten Formen erreichten Tag 7,
die bei 1400 °C gebrannten Tag 8. Die durchschetittl Entwicklung wurde mit 5,6
Tagen (1350 °C), 4,3 Tagen (1300 °C) und 5,2 T44400 °C) berechnet. Die ADs-
Keramiken wurden mit verschiedenen Beschichtungé&gar, Gelatine, Eiklar)
modifiziert Dies fuhrte jedoch nicht zu einer Vesberung der Uberlebensdauer.
Ebenso wurde auf die Innenseite der bei 1350 °Cagelten Keramiken eine 3 pm
dicke Schicht aus Parylené @ufgebracht, um die Eierschalenmembranen zu lempier
Die Beschichtung wurde im Fraunhofer IBMT St. Ingbéurchgefiihrt. Auch diese
Beschichtung zeigte keine Erhdhung der maximaletwigklung (Tag 5) und der

durchschnittlichen Entwicklung (Tag 4,4).

Abbildung 34: Kinstliche Kulturbehalter fir die Kul tivierung des Hihnerembryos aus PDMS
(Polydimethylsiloxan) und AbLOsKeramik. Links: Silikonform aus PDMS, Wandstarke 3 mm. Rechts:
Keramikform aus Al ,O5 gesintert bei 1350 °C
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Nachfolgend wurden Filterhiilsen aus verschiedenateNalien (Zellulose, Fiberglas
und Quarz) zur experimentellen Eignung im Kultiviegsexperiment herangezogen
(Abbildung 35). Der Innendurchmesser betrug beeralBehaltern 40 mm und eine
Hohe von 60 mm. Die Form der Behalter war zylinchisnit einem halbkugelférmigen
Boden. Die notwendige Abdichtung erfolgte mit Karbawachs und PDMS. Das
Wachs wurde auf einer Heizplatte verflissigt unél der Innenseite der Behalter in
einer Dicke von etwa 80-100 um aufgebracht. Die FEB&schichtung erfolgte durch
Auftragen der Silikonmischung (10:1 Monomer: Hart@ylgar® 184) auf die

Innenseite der Behalter und hartete anschlieRendr&i Stunden bei 80 °C aus. Zur
Kultivierung von Huhnerembryonen erfolgte der Véitsss der Behalter mit

Frischhaltefolie.

Die mit Wachs beschichteten Zellulose-Behélter wardin insgesamt drei
Experimenten eingesetzt und erlaubten die Entwigklder Embryonen bis Tag 8. Die
kultivierten Embryonen zeigten eine durchschnitéic)berlebensdauer bis Tag 6,2. Die
Fiberglas-Behélter, die mit Wachs beschichtetendemorwaren, konnten in insgesamt
drei Experimenten ebenfalls eine maximale Entwicgluwon Tag 8 erreichen und
zeigten eine durchschnittliche Uberlebensrate vanTagen. Die Quarz-Behalter mit
Wachsbeschichtung erlaubten hingegen nur eine nadeiintwicklung von 7 Tagen
mit einer durchschnittlichen Uberlebensdauer vo@Tégen. Bei den mit PDMS
beschichteten Behaltern wurde unabhangig vom Mdteme maximale Entwicklung
von 7 Tagen beobachtet. Die Embryonen zeigten aescte sehr &hnliche
durchschnittliche Uberlebensdauer von 5,2 (Zelk)p$,3 (Fiberglas) und 5,4 Tagen
(Quarz). Die verschiedenen Behaltnisse wurden raiteren Beschichtungen versehen
und in Kultivierungsexperimenten untersucht. Zurd&htung wurden AKD-Leim,
Parylen€ C und Natriummetasilikat (Wasserglas) verwendetit MKD-Leim
beschichtete Zellulose-, Quarz- und Fiberglasbehakigten nur geringere maximale
Entwicklungszeiten von Tag 4-5, was sich auch inr ggeringen durchschnittlichen
Entwicklungen zeigte (3,9; 4,1 und 4,0 fur ZelldpsFiberglas und Quarz). Mit
Parylen€ C und Wasserglas konnten keine wasserundurchéisdBgschichtungen
erreicht werden. Daher erfolgten mit diesen Behdlkeine Kultivierungsexperimente.
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Abbildung 35: Kunstliche Kulturbehélter fur die Kul tivierung des Hiuhnerembryos aus Fiberglas, Zellulcs
und Quarz. Links: Zellulosehilse beschichtet mit Kanaubawachs, Mitte: Fiberglashilse beschichtet mit
Karnaubawachs, Rechts: Quarzhulse beschichtet mitil&on (MED 6015)

Als Kulturbehéalter wurden, auch wegen der hervamagn optischen Eigenschaften,
GefalRe aus Kunststoff untersucht. Die Kultivierurgn HUhnerembryonen in
Polyethylen-Behaltern konnte bis Tag 5 mit einerctachnittlichen Entwicklung von
4,2 Tagen durchgefiihrt werden. Die Behéalter wiesiee dem Ei ahnliche Geometrie
auf. In diesen Behaltnissen konnte haufig das Adrer des Dotters an der GefalRwand
beobachtet werden, was vermehrt zum Reil3en der fivtd. Des Weiteren wurde das
Auerbach-Kultursystem untersucht und mit den zteteten Materialien verglichen [5].
Die laut Literatur mogliche maximale Entwicklungrv@ag 20 konnte nicht bestétigt
werden. Im Experiment wurde ein Maximum mit Tag #8mittelt und eine
durchschnittliche Entwicklung bis Tag 7,7. Bei 70 dér abgestorbenen Kulturen
konnte der Austritt von Dotter beobachtet werdeie. &usgepragte Neigung des Dotters
an Kunststoff festzukleben, liel3 sich auch in weite eiférmigen Behaltern aus
Kunststoff (PET, Polyethylen und Polystyrol) beditaa.
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Abbildung 36: Kinstliche Kulturbehélter fur die embryonale Entwicklung des Hihnerembryos in
Membranen und Folien. Links: Kultursystem nach Kamihira, angepasst auf das Huhn [51], Glasbehélter mit
Offnungen auf halber Hohe (blau) in den ein Drahtné (grau) eingesetzt wurde. Beide werden von eineRing
(weil) fixiert. Zwischen Netz und Embryo ist die zutestende Membran (griin) eingebracht. Die Kultur wid
durch eine Frischhaltefolie (rot) verschlossen, Réits: Kultivierung eines Huhnerembryos an Tag 9 der
Entwicklung in PTFE-Membran mit 500 nm Poren

Mehrere Glasbehalter mit verschiedenen Formenh(fleié6rmig, rund und zylindrisch)
wurden ebenfalls zur Kultivierung von Embryonendmgezogen. Die am weitesten
fortgeschrittene Entwicklung wurde mit einem rund@turbehdlter (Tag 7) erreicht.
Ein durchschnittlicher Entwicklungsfortschritt kdenbei Tag 5,6 errechnet werden.
Ahnlich den KunststoffgefaRen wurde auch bei Gltiggen eine Neigung des Dotters
an der Gefallwand anzuhaften beobachtet, was vermainr Einreien der VM und

dem Auslaufen des Dotters fuhrte.

Neben mechanisch festen Strukturen wurden auch éamab und Folien als mdgliche
KulturgefalRe getestet (Abbildung 36). Vor allem dien Kamihira beschriebene
Teflonmembran bot sich zur Testung an [51]. Um eiKeltivierung von

Huhnerembryonen durchzufihren, wurde das Systenh méamihira als Vorlage

genutzt und in der Gréf3e dem Hiuhnerei angepassheB®ht aus einem geformten
Drahtnetz (H6he 60 mm, Durchmesser 41 mm), dasinem eigens daflir hergestellten
Glasbehalter (Hohe 75 mm, Durchmesser 45 mm) pogitit und am oberen Ende von
einem Ring zusammengehalten wird. Der Glasbeh#sitzt Durchbriiche auf halber
Hohe (35 mm vom unteren Rand) zur Ventilation undhzEinbringen von Wasser,
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welches der Befeuchtung der Kultur dient. Das Kmlgatem wurde fir Kultivierungs-
Kultivierungsexperimente so vorbereitet, dass 2destilliertes Wasser vorgelegt und
die zehn Offnungen im Glas mit einer Lage Teflonbarrschlossen wurden. Die zu
testende Membran wurde von oben moglichst glatdas Drahtnetz angelegt. Die
Kulturen wurden nach Einsetzen der Embryonen mikereiLage Frischhaltefolie

verschlossen.

Im Experiment wurden Parafiffn PTFE-Membranen mit 450 sowie 500 nm Poren
(Sartorius Stedim Biotech, Goéttingen, Deutschlandptersucht. Die in der
Veroffentlichung von Kamihira beschriebene Membiamnte leider nicht getestet
werden, da sie nicht in der minimal notwendigenitBrerhéltlich war. Die getesteten
PTFE-Membranen wurden nach den Parametern diesembfMe ausgewahlt. Eine
weitestgehend faltenfreie Auskleidung der Kultunfomit Parafiln? konnte durch das
Vorformen mit einem Teflonstempel erreicht werdBne maximale Entwicklung lag
bei diesen Experimenten bei Tag 13.Die umgeset#erbryonen zeigten eine

durchschnittliche Uberlebensdauer von 5,6 Tagen.

Mit den PTFE Membranen konnte keine faltenfreie eislung des Kulturbehalters
erreicht werden, da das verwendete PTFE nicht dehiab Die maximale Entwicklung
wurde bei der Membran mit 450 nm Poren an Tag 9hedler Membran mit 500 nm
Poren an Tag 7 erreicht. Die durchschnittlichen dg¢ibensdauern lagen bei 5,9 Tagen
(450 nm Poren) und 5,6 Tagen (500 nm Poren). Dedtewr wurde die
Frischhaltefolie, mit der die Perry-Kulturen stardfadl3ig verschlossen wurden, zur
Kultivierung getestet. Die Folie wurde wie die obgetesteten Membranen in den
Kulturbehaltern angewendet und konnte ebenfallbtrfatenfrei aufgebracht werden.
Dieses Material zeigte durch seine Adhasion an salbst deutliche Defizite in der
Handhabung. Eine Embryonalentwicklung konnte makitia Tag 6 durchgefuhrt
werden. Die durchschnittliche Entwicklung lag Hieti 4,3 Tagen.

Ahnlich den Membranen konnten auch diinne Matehathten auf formgebenden
Stutzstrukturen als Kulturbehalter eingesetzt werdéit einem 3D-Drucker (Objet500
Connex von Stratasys) wurden solche Stutzstruktunergestellt. Hierzu wurde
VeroWhitePlus (Stratasys) als Material verwendeé Bormen hatten eine Hohe von

57 mm, einen Innendurchmesser von 42 mm und wamen Fbrm des Eies
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nachempfunden. Die offene, spater durch Silikonedtmtete Flache zwischen dem
Material lag bei 18,4 % (1225 nfjrder Innenseite. Am oberen Rand war eine Auflage
zur Fixierung am Wasserreservoir angebracht. AndeigGlasbehalter im Kamihira-
System wurden Kunststoffbehélter als Wasserresemdti passenden Ausmalien in
zylindrischer Form hergestellt. Auch diese verfugdrer zehn Offnungen. Diese 3D-
Formen wurden in Silikon (MED6015) getaucht und digise Weise abgedichtet. Das
Silikon wurde fur drei Stunden bei 80 °C ausgeltawed die Beschichtung vor
Verwendung im Experiment auf Dichtigkeit hin geprider am weitesten entwickelte
Embryo erreichte Tag 8. Die umgesetzten Embryoregten eine durchschnittliche
Uberlebensdauer von 5,3 Tagen. Weitere Formen wuirde3D-Drucker hergestellt,
um eine héhere offene Flache (30,9 % = 2057°vmm erhalten. AuRerdem wurde ein
anderes, als biokompatible beschriebenes MateMAEDG10) zur Herstellung
verwendet. Die mit diesen Schalen durchgefuhrtepeEmente zeigten &hnliche
Ergebnisse wie die zu Beginn der Experimentenrejetesteten 3D-Formen. Die

maximale Entwicklungsdauer wurde mit 8 Tagen ehteiadie durchschnittliche

Entwicklungsdauer mit 5,2 errechnet.

Abbildung 37: Kinstliche Kulturbehalter fur die Kul tivierung des Hihnerembryos aus Edelstahldraht mit
Silikonbeschichtung. Links: Mit Silikon beschichtetes Stahlnetz mit Haltering, Mitte: Schemazeichnung ds

Kultursystems. Der Embryo befindet sich zentral imbeschichteten Drahtnetz (grau), dass im Kunststoffecher

(blau) sitzt. Uber den Halterring (weiR) ist zur Abdichtung eine Frischhaltefolie gespannt (rot). Dagvasser im

unteren Teil des Bechers verhindert ein Austrocknerdes Embryos. Rechts: Bestiickte Kultursysteme im
Kultivierungsexperiment

Zur Aufbringung einer dinnen Schicht Silikon (MED16) wurden Stahlnetze mit
einer Drahtstarke von 50 pm und einer Maschenwede 150 pm verwendet

(Abbildung 37). Die Beschichtung mit Silikon erftdg analog der Strukturen aus dem
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3D-Drucker, im Tauchverfahren. Mit diesen KulturBibrn konnte eine Entwicklung
bis Tag 18 durchgefuhrt werden. Die durchschnitdi&ntwicklung lag bei 8,4 Tagen.
Die Untersuchung von Edelstahlnetzen mit Maschetenwaion 500 um erwies sich als

weniger erfolgreich. Eine maximale Entwicklung veés Tag 8 moglich.

Der Verzicht auf Stiatzstrukturen, wie beispielsweidas Stahlnetz, wirde die
Beobachtungsmadglichkeiten verbessern und daher hdui®e Generierung von
dunnwandigen Silikonformen (Abbildung 38) zu erhain versucht. Dazu wurde ein
zylindrischer Teflonstempel mit einem Durchmessam 40 mm 15 cm tief in Silikon
(MED10-6640) eingetaucht und nach dem Abtropfen &@i °C fur 30 Minuten
getrocknet. Nach einem erneuten Tauchen in dakoS8ilwurde die Vernetzung des
Silikons bei 150 °C Uber 2,5 Stunden vervollstahditach dem Abkihlen konnte eine
200 pm dicke Silikonform vom Stempel abgerollt weerdUm ihn als Kulturbehalter
nutzen zu kénnen, wurde er tGber einen Kunststgffgezogen, in einen Becher gehangt
und mit Frischhaltefolie verschlossen. Mit diesasltdrform konnte eine maximale
Entwicklung von 18 Tagen erreicht werden, wobei diEmbryonen eine
durchschnittliche Entwicklungsdauer von 12,8 Tagafwiesen. Die Beobachtung der

Entwicklung war durch die transparente Silikonhidleenso wie die fotographische

Dokumentation sehr einfach méglich.

Abbildung 38: Kunstliche Kulturbehalter fir die Kul tivierung des Hihnerembryos aus Silikon. Links:
Entwicklung an Tag 3, Kulturbehélter in Halterung eingesetzt, Mitte: Entwicklung des Hihnerembryos an
Tag 8, Rechts: Entwicklung an Tag 15, Kulturbehélter mr Dokumentation aus Halterung enthnommen

Obwohl die mit Silikon abgedichteten Stahlnetze amier maximalen Entwicklung von
18 Tagen ein mit den dunnen Silikonformen vergleales Ergebnis in den

Kultivierungsexperimenten zeigten wurden, letzteregen ihrer besseren optischen
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Eigenschaften und ihrer héheren durchschnittlicRatwicklung zur Optimierung be-
bevorzugt. Die Kultivierungsexperimente sind in &3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Kultivierungsexperimente mit vollstdandig kinstlichen KulturgefaRen. Maximale und
durchschnittliche  Entwicklung von Huhnerembryonen in Behdltern. Angaben in Tage der
Embryonalentwicklung

. Ma>_<|male Durchschnittliche Embryonen, Experimente,
Gefaly Entwicklung, .
Entwicklung, Tage Anzahl Anzahl
Tage
Al 203,3 pum
Parylene® C 5 44 12 6
PDMS, 3 mm 8 51 33 7
Zellulose, Silikon 7 5,2 11 3
Fiberglas, Silikon 7 53 12 3
3D Drucker,
VeroWhite 8 53 12 5
Silikon
Quarz, Silikon 7 5,4 11 3
PTFE 500 nm 7 5,6 18 3
Al,O3, bei 1350
°C gebrannt 9 5.6 31 !
Parafilm © 13 5,6 25 3
Fiberglas, Wachs 8 5,7 10 3
PTFE 450 nm 9 59 18 4
Quarz, Wachs 7 6,0 11 3
Zellulose, Wachs 8 6,2 11 3
Drahtnetz,
Silikon (MED 18 8,4 55 8
6015)
Silikonform (2x, 18 12.8 33 4

MED10-6640)

Zunachst wurden nahere Untersuchungen des Materthlschgefuihrt. Die

Kontaktflache der CAM zur inneren Schalenmembrdaebim Ei die Grenze zwischen
dem Embryo und seiner Umwelt. Das Anhaften der C&aivden Kulturbehélter ist ein
wichtiger Prozess, die Eigenschaften der Oberfl&cmeit ein wichtiger Einflussfaktor.

In einer Kontaktwinkelmessung (Abbildung 39) wurdeatie Hydrophilie der
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Schalenmembran und des verwendeten Silikons bestidum Vergleich wurde Glas,
als stark hydrophile Substanz, vermessen. Die Meggsstfolgte mit einem Dataphysics
OCA20 Contact Angle System nach dem unter Matemal Methoden beschriebenem
Protokoll. Das Glas zeigte zu Wasser einen durctigbbhen (drei Messungen)
Kontaktwinkel von 31,5+1,3 °. Die frisch prapareerSchalenmembran verhielt sich
relativ hydrophob mit einem Kontaktwinkel von duschnittlich 129,0+2,2 °. Der
Kontaktwinkel der Kulturbehalter aus MED10-6640 deimit 117,2+1,8 ° gemessen.
Mit der Analysesoftware (OCA 20) wurde mit der Egoa of state-Methode und dem
Flussigkeitsmodell fur Wasser nach Strom et al.@lerflachenenergie berechnet. Der
Wert fir Glas lag bei 63,8+0,7 mN/m. Fur die Schalembran wurde ein Wert von
7,39+0,9, fur das Silikon ein Wert von 13,1+1,0 miNberechnet. Die hydrophilen
Eigenschaften der Kulturbehalter sind damit in etwia denen der Schalenmembran

vergleichbar.

| | |
_All. *—a—‘:

Objekttrager Glas Schalenmembran Silikon 2 lagig

Abbildung 39: Kontaktwinkelmessung mit Wasser auf erschiedenen Oberflachen. Links: Glas, 31,5 °. Mitte
Frisch praparierte Schalenmembran, 129,0 °. RechtsSilikon MED10-6640 2lagig, 117,2 °

Um das Anwachsen der CAM an die vollstandig kiasén Kulturbehalter vergleichen
zu konnen, wurde dieser Vorgang beim Brutei dokurmaan(Abbildung 40). Hierzu
wurden zehn Bruteier inkubiert und taglich die W&tamsfront der CAM auf der
Schale markiert. Bei allen Eiern konnte eine umfimalige Wachstumsfront
beobachtet werden. Entgegen der Erwartungen wueh€AM nicht gleichmafiig auf
das untere Ende des Eies zu, so dass sich die GéM direkt am spitzen Ende des
Eies schloss, sondern etwas seitlich davon. Um dashschnittliche tagliche
Wachstum zu beurteilen, wurden drei senkrechteehirauf der Eierschale gezogen.
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Der Schnittpunkt der vorderen Kante der CAM mitséie Linien ermdglichte es, das
durchschnittliche tagliche Wachstum pro Ei zu besten und das ungleichméafiiige
Wachstum zu beriicksichtigen. Die vollstandige Béwaag der Kalkschale durch die
CAM wurde spatestens an Tag 13 der Bebritung bétdtaduf die gleiche Weise
wurden Perry-Kulturen (n=10) untersucht. Nach 13jeFa erfolgte auch hier die
vollstandige Bedeckung der Schale durch die CAMv@d beim Brutei als auch bei
der Perry-Kultur konnte ein relativ gleichbleibead&/achstum der CAM von 0,5-0,6

cm in 24 Stunden festgestellt werden.

Abbildung 40: Untersuchung des Wachstumsverhaltender CAM im Brutei und der Perry-Kultur. Die Front
der CAM wurde téglich mit Bleistift auf der Schale markiert. Zur Identifizierung wurden die Schalen
geschiert. Links: Schieren eines Bruteies an Tag 1@er Inkubation. Die unregelmafRige Wachstumsfront
wurde hervorgehoben. Mitte: Der Schnittpunkt der CAM-Front mit den drei senkrechten Linien erlaubte
durch Mittelwertbildung die Ermittlung eines Durchs chnittswertes pro Ei zu errechnen. Rechts: Verlauf dr
Wachstumslinie bei einer Perry-Kultur

Eine Mdglichkeit zur Optimierung der Kultivierunggebnisse ist die Veranderung der
Dicke des Silikons. Diese Veranderung wirde sicteruanderem in erhdhter oder
erniedrigter Durchl&ssigkeit fur Gase wiederspiegeDie im vorangegangenen
Abschnitt verwendeten Silikonformen wurden beim d#elflungsprozess zweimal in
Silikon getaucht (2x) und hatten eine Dicke von 20@. In einem vergleichbaren
Prozess wurden Silikonhillen durch einmaliges Hicih@n (1x) und dreimaliges
Eintauchen (3x) hergestellt. Die 1x Silikonhullemrden mit einer Dicke von 80-100
pm, die 3x getauchten Silikonhtllen mit 250-300 |Ditke gemessen. Zunachst
erfolgte die Untersuchung des durchschnittlicherSsden Wachstums der CAM in
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diesen Formen. Je funf Kulturen wurden praparied inkubiert. Das Wachstum der

CAM wurde taglich auf der Silikonhille markiert udér Durchschnittswert ermittelt.

Der Wert wurde auch hier an drei Linien abgelesen, das auch hier auftretende

ungleiche Wachstum zu bertcksichtigen. Bis Tag diOkhtwicklung war das tagliche

Wachstum der CAM vergleichbar (0,5-0,6 cm) mit dder beiden In-ovo-Kulturen.

Bis Tag 15 konnte ein immer weiter fortschreitend®snehmen des taglichen

Wachstums beobachtet werden. Erst drei Tage naohlrdevo-Kulturen (Tag 16)

wurde die vollstandige Bedeckung der Silikonobeti durch die CAM beobachtet.

Die drei Silikonformen zeigten dabel

Unterschiede.

untereinandkeine bemerkenswerten

Tabelle 4: Durchschnittliches 24 Stunden Wachstum aeCAM in unterschiedlichen Kultivierungsformen

In-ll;ﬁggtgn Durchschnittliches 24 Stunden Wachstum der CAM, cm

Brutei. n=10 Perrillzlilgtur, 2x iilgon, 1x iilgon, 3x iilgon,
6 0,60+0,17 0,63+0,11 n.a. n.a. n.a.
7 0,51+0,18 0,49+0,14 0,62+0,10 0,61+0,07 0,62+0,10
8 0,58+0,12 0,53+0,12 0,58+0,13 0,61+0,07 0,58+0,13
9 0,62+0,14 0,61+0,17 0,59+0,16 0,58+0,07 0,59+0,16
10 0,51+0,18 0,52+0,12 0,56+0,18 0,55+0,05 0,56+0,18
11 0,65+0,21 0,67+0,21 0,38+0,04 0,43+0,09 0,38+0,04
12 0,56+0,31 0,55+0,29 0,28+0,05 0,34+0,11 0,28+0,06
13 umwachsen umwachsen 0,21+0,16 0,22+0,07 0,21+0,16
14 umwachsen umwachsen 0,15+0,09 0,08+0,13 0,15+0,09
15 umwachsen umwachsen 0,07+0,06 0,05+0,05 0,10+0,05
16 umwachsen umwachsen umwachsen umwachsen umwachsen

In einer selbst entwickelten und gebauten Diffusik@mmer wurde die Durchlassigkeit

der drei Silikonhullen fur Sauerstoff untersuchbbdung 41). Die Diffusionskammer

bestand aus zwei gasdichten Kammern, die Uber d{a@al miteinander verbunden

wurden. In diese Verbindung wurde das zu testendeeidl eingespannt. Sauerstoff
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wurde aus einem Sauerstoffkonzentrator (Everflow, ®Rilips Respironics) mit einem
Fluss von 1 L/min in die untere Kammer eingebratthtler oberen Kammer wurde die
Sauerstoffkonzentration in regelmafRigen Abstandemegsen (Greisinger, GOX 100).
Vor Beginn der Messung wurde der Sensor auf di® 24, der Umgebungsluft
kalibriert. Jede Messung wurde dreimal mit unteestichen Proben Uber einen
ahnlichen Zeitraum durchgefuhrt. Bei dieser Methddendelt es sich um eine
vergleichende Messung.

I IEEW E3 z = X x %
- ohne Membran
- . = Frischhaltefolie
Silikon 1x
?\' - = Silikon 2x
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Abbildung 41: Sauerstoffdiffusion durch verschiedee Materialien fir vollstandig kiinstliche Kulturbehalter.
Gemessen wurde die Anderung der Sauerstoffkonzentiian in einem Luftraum durch Diffusion iiber die
verschiedenen Materialien bei einer Flussrate von Ll/min

Zunachst wurde die Kontrolle ohne Probe gemessereit8 nach 15 Minuten konnte
eine Sattigung der Sauerstoffkonzentration bei &3,3estgestellt werden, was laut
Herstellerangaben im Schwankungsbereich des Gerbgégg (87-96 %). Die

Teflonmembran, die im kinstlichen Inkubationssystem Kamihira verwendet wurde,

bildete lediglich eine geringe Barriere fur den &atoff. Der Konzentrationsverlauf des
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Sauerstoffs verlief anndhernd gleich dem Versuctediembran um drei Minuten ver-
verzogert. Die Diffusion von Sauerstoff Gber digs€nhaltefolie konnte erst nach 180
Minuten festgestellt werden, eine Sattigung dere8saffkonzentration im gemessenen
Zeitraum trat nicht ein. Ahnliche verlief das Exipeent bei den 3x Silikonproben. Die
Sattigung der Sauerstoffkonzentration bei den dikdsi-Proben erfolgte nach 2700
Minuten, die der 1x Silikon Probe nach 1100 Minutéts weitere Vergleichsprobe
wurden Silikonformen hergestellt, die wahrend derdtkllung mit 10 bzw. 20 %
Wasser gemischt wurden. Die erhoffte Erh6hung dechblassigkeit des Silikons durch
den Zusatz von Wasser konnte erreicht werden. Mi#lzugesetztem Wasser wurde
die Sattigung nach 2600 Minuten, mit 20 % Wasseh12b00 Minuten erreicht.

Die weitere Untersuchung der Silikonhillen erfolgieKultivierungsexperimenten. In
jeweils zwei Experimenten wurden Embryonen in 1xd u8x Silikonhillen nach

Standardprotokoll inkubiert und die maximale sodie durchschnittliche Entwicklung
bestimmt. Mit den diinnen (1x) Silikonformen koneiee maximale Entwicklung von
17 Tagen erreicht werden, womit die Entwicklungt@inder maximalen Entwicklung
der 2x Formen von 18 Tagen zurtickblieb. Die durchgttiche Entwicklung von 12,4

(1x) und 12,8 (2x) liegen in einem vergleichbareahRen. Sowohl die maximale
Entwicklung (16 Tage) als auch die durchschnitdigintwicklung (9,2 Tage) blieben

bei den 3x Silikonformen hinter den Ergebnissenasheteren zurtick.

Um eine Verbesserung der Kultivierungsergebnissereeichen, wurden Anderungen
des Inkubationsprotokolls sowie Modifikationen d€ulturbehalter untersucht. Eine
Mdoglichkeit hierzu wurde in der Erhdhung des Sawodigartialdrucks im Inkubator
vermutet. Hierzu wurde mit zwei Sauerstoffkonzeotten (Everflow OPI, Philips
Respironics) die maximal erreichbare Sauerstoffeatration im Schlupfinkubator
festgestellt. Die Messung der Sauerstoffkonzewmati wurde mit einem
Sauerstoffsensor durchgefuhrt. Eine Erh6hung deeiStoffkonzentration von 21,0 %
in der Umgebungsluft auf bis zu 53,6 % konnte nmet dhaximalen Leistung (12
L/Minute) der Sauerstoffkonzentratoren erreicht deer. Fir eine stufenweise
Erh6hung der Sauerstoffkonzentration wurden zushtZwischenwerte ermittelt. Mit
einem Sauerstofffluss von 6 L/Minute wurde eine Kamtration von 36,0 % erreicht,
mit einem Fluss von 9 L/Minute eine Konzentratioronv 44,7 %. Im

Kultivierungsexperiment wurden drei Begasungsproliek untersucht, die eine
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Erh6hung der Sauerstoffkonzentration im Inkubatoraine, zwei oder drei Stufen be-
beinhalteten. Diese sahen eine Kultivierung in 36,@, ab Tag 12 vor. Im zwei und
dreistufigen Protokoll wurde an Tag 16 die Konzatmbn auf 44,7 % @erhoht. Ab
Tag 18 erfolgte beim dreistufigen Protokoll eine ittdr Erhdhung der
Sauerstoffkonzentration auf 53,6 %. Zusatzlich veardn Tag 12, 14 und 16 mit einer
20 G Kandule jeweils ein Loch in die abdeckended-géstolRen.

Tagl3 Tagl4 Tagl5 Tagl7 Tagl9

Abbildung 42: Entwicklung des Hiuhnerembryos im voll$andig kiinstlichen Kulturbehélter. 2x Silikonformen
mit einer Wandstarke von 200 um inkubiert mit zweisufigem Sauerstoffprotokoll. Maximale Entwicklung
war hier Tag 20,5. Die Blutentleerung der CAM und da selbststandige Durchstof3en dieser mit dem Schnabe
konnte bei diesem Ansatz wiederholt beobachtet weedh

Die Kultivierung der drei unterschiedlich dickenil@nformen erfolgte zunachst mit
dem zweistufigen Sauerstoff-Protokoll. Bei den 2xd (8x Silikonformen konnte durch
die Begasung mit Sauerstoff eine deutliche Vertrasgeder Kultivierungsparameter
erreicht werden. Die Kulturen in den 3x Formen iehien durch die Zugabe von
Sauerstoff eine um zwei Tage hohere maximale Ehktung (Tag 18). Auch die

durchschnittliche Entwicklung konnte von 9,2 aufal3age erhoht werden. Bei den 2x
Formen konnte die durchschnittliche Entwicklung viih8 auf 14,0 Tage verbessert
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werden. Die maximale Entwicklung konnte bis TagbArangetrieben werden, wobei
erstmals die Rickbildung der CAM (Entfernung dest& aus der CAM) sowie das
selbststandige Durchstol3en der CAM durch das Kilkeobachtet werden konnte
(Abbildung 42). Die Untersuchung der insgesamt degnbryonen, die dieses
Entwicklungsstadium erreichten, zeigte eine leidRétardierung in ihrer Entwicklung.
Sie wurden nach den Kiriterien von Hamburger und iHam auf HH-Stage 45
eingestuft, was dem Entwicklungstag 19-20 entspri@ei der Kultivierung von
Huhnerembryonen in 1x Silikonformen mit dem zwdigien Protokoll konnte keine
Verbesserung der maximalen Entwicklung oder decthahnittlichen Entwicklung,
verglichen zum Standardprotokoll, festgestellt veerdDie Testung des einstufigen
Begasungsprotokolls wurde mit 2x Formen in drei étkpenten durchgefihrt. Die
maximale Entwicklung wurde mit Tag 20 und die dwddimittliche Entwicklung mit
13,8 Tagen erreicht. Auch das dreistufige Begaguogskoll wurde nur mit den 2x
Silikonbehéltern durchgefihrt. In drei Experimentait 87 Embryonen konnte eine
maximale Entwicklung von 20 Tagen und eine durchitithe Entwicklung von 11,8
Tagen ermittelt werden. Damit zeigte das zweistufiRegasungsprotokoll die besten

Ergebnisse.

Tabelle 5: Kultivierungsexperimente mit vollstandig kinstlichen KulturgefaRen. Maximale und
durchschnittliche  Entwicklung von Hihnerembryonen bei verschiedenen Modifikationen und
Inkubationsprotokollen. Angaben in Tage der Embryoralentwicklung

Maximale

N I ) Durchschnittliche Embryonen, Experimente,
GefaR  Modifikation  Protokoll Entvill_lgglgng, Entwicklung, Tage Anzahl Anzahl
1x - Standard 17 12,4 21 2
2x - Standard 18 12,8 33 4
3x - Standard 16 9,2 34 2
. 0,2
1x Sigmacot& Stufen 19 14,3 12 2
. 0,2
2x Sigmacot& Stufen 19 12,7 30 3
. 0,2
3x Sigmacot& Stufen 17 11,8 23 2
0,2
1x FKS stufen 17 10,8 20 2
2x FKS 0, 2 18 10,5 17 2
Stufen
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0,2

3x FKS stufen 16 12,3 19 2
1x Hihnerserum 0,2 17 11,2 18 2
Stufen ’
2x Huhnerserum 0,2 19 10,0 24 2
Stufen ’
3x Hihnerserum 0,2 17 10,9 17 2
Stufen !
0,2
1x - Stufen 17 12,1 13 2
0,2
2X - stufen 20,5 14,0 66 3
0,2
3x - Stufen 18 13,9 12 2
o1
2X - Stufe 20 13,8 39 3
0,3
2X - Stufen 20 11,8 87 3
Drahtnetz als 0,2
2x externe Stiitze  Stufen 20 125 14 1
10% Wasser 0,2
2X in Silikon Stufen 19 12,8 20 2
20% Wasser 0,2
2X in Silikon Stufen o 11,0 12 2
10% Wasser
2X in Silikon Standard 18 10,7 31 2
20% Wasser
2X in Silikon Standard 17 11,2 16 2

Nachdem sich die Sauerstoffbegasungsprotokollgadstiv fir die Entwicklung der
Embryonen herausgestellt hatten, wurde das 2-sti#figtokoll im weiteren Verlauf der
Optimierungen Udbernommen. Obwohl die Silikonobetig gut von der CAM
uberwachsen wurde, stellte sich die Frage, ob dasrl€ben des Embryos bis zum
Schlupf Uber eine Beschichtung des Silikons ert@chware. Daher wurden die
Silikonformen mit drei unterschiedlichen Beschicigan versehen und im

Kultivierungsexperiment evaluiert.

Die Beschichtung mit Sigmac&teewirkt eine Hydrophobierung der Oberflache und
wird standardmaflig in der Kultivierung von Zellsphiden eingesetzt. Da die
Hydrophobizitat der Silikonformen in den Kontaktk@imessungen noch unter der von

Schalenmembranen lag, erschien diese Behandlunfjihzend. Nur bei der
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Kultivierung in 1x Formen konnte eine Verlangerutgy maximalen Entwicklung von
Tag 17 ohne Beschichtung auf Tag1l9 mit Beschichemgicht werden, die sich auch
in der durchschnittlichen Entwicklung wiederspi¢gdll2,1 Tage ohne zu 14,3 Tagen
mit Beschichtung). Bei den 2x und 3x Formen konntie maximalen und
durchschnittlichen Entwicklungen ohne Beschichtaiait erreicht werden. Die Werte
blieben mit Sigmacofe bis zu einem Tag hinter denen der Silikonformemeoh
Beschichtung zuriick (2x: max. Tag 19 @ 12,7 Tagen®ax. Tag 17, @ 11,8 Tage).

Ohne Beschichtung Sigmacote FKS Hithnerserum

Abbildung 43: Auswirkung von Beschichtungen des Kulrbehalters auf die Entwicklung der CAM. Gezeigt
sind Hihnerembryonen in 2x Silikonformen an Tag 17 dr Entwicklung mit unterschiedlichen
Beschichtungen. Von links nach rechts: ohne Beschimng, Sigmacot®, Fotales Kalberserum (FKS) und
Huhnerserum

Die zweite untersuchte Beschichtung war fotaleb&@erum (FKS). Die Beschichtung
der kunstlichen Oberflache mit einer biologischemt&nmatrix wurde wegen der
chemischen Ahnlichkeit zu den Schalenmembranen Eies gewahlt. Auch die
Ergebnisse dieser Beschichtung blieben hinter dedmere Beschichtung zurtick. Die
maximale Entwicklung der 2x Kulturen mit FKS-Besditung wurde lediglich mit Tag
18, die durchschnittliche Entwicklung mit 10,5 Taggemessen. Erneut zeigten die 2x
Behalter bessere Resultate als die 1x und 3x Behélin einen eventuellen Effekt, der
durch die unterschiedlichen Spezies (Rind und Hulm@&rvorgerufen wurde,
auszuschlieBen, wurde eine Beschichtung mit Hubners durchgefihrt. Die
Beschichtung verlief analog der FKS-BeschichtungwaZ konnten mit der
Huhnerserum-Beschichtung bessere Ergebnisse alslaniEKS-Beschichtung erzielt
werden, (2x maximale Entwicklung bis Tag 19 stagyT18 mit FKS) doch blieben
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diese erneut hinter den Silikonbehéltern ohne Bektimg zuriick. Wiederholt zeigten
die 2x Gefalde bessere Ergebnisse als die 1x udiBanformen.

Wahrend der Kultivierungsexperimente wurde das Warch der CAM bei den
unterschiedlichen Beschichtungen beobachtet undimander verglichen (Abbildung
43). Sowohl im Verlauf der Wachstumsgrenze als aoctier Auspragung der CAM
(Dicke der Blutgefal3e, Dichte der GefalRe) fuhrten&eder Beschichtungen zu einer
Verbesserung. Alle zeigten ein unsymmetrisches ghlechmaRiges Wachstum, wie
bereits bei Bruteiern und Perry-Kultur beschrielfegstgestellt wurde die Verzdgerung
des vollstandigen Umwachsens des Kulturbehaltershddie CAM um einen Tag.

Dieser Effekt trat bei allen Beschichtungen gleraieg3en auf.

Wie in vorangegangenen Experimenten erkannt wuslleie regelmafilige Wendung
fur die vollstandige Entwicklung der Embryonen wigh Da die Silikonbehélter sich
durch eine hohe Elastizitat auszeichnen, kann amgeren werden, dass die Wendung
nicht vollstandig auf den Embryo Ubertragen wirdied® Hypothese wurde im
Kultivierungsexperiment untersucht. Hierzu wurdee d2x Silikonform auf der
AulBBenseite eines Edelstahlnetzes mit groRer Masahen so umgeben, dass die
Wendebewegung sicher auf den Embryo Ubertragenewtds zeigte sich, dass diese
MalRnahme keinen Effekt auf die Kultivierungsparanehatte. Die maximale
Entwicklung wurde mit Tag 20 festgestellt, die dwachnittliche Entwicklung mit 12,5
Tagen.

Zuletzt wurde versucht, die Silikonschicht durcls daisetzen von Wasser wéahrend der
Herstellung der Silikonformen pordser zu gestalteine Form wurde mit 10 %, eine
mit 20 % Wasser (w/w) hergestellt. Die Formen wuardeveimal getaucht und hatten
eine Dicke von 80-100 um. Von den reinen Silikonfen unterschieden sich die mit
Wasser versetzten durch eine optische Tribung soere Einschluss von kleinen
Blaschen im Material. Wie bereits beschrieben, teaiglie Wasserformen eine etwas
bessere Sauerstoffdurchlassigkeit als die reindikoB8iormen. Die Wasserformen
wurden jeweils mit und ohne Sauerstoffzufuhr (digas Protokoll) im
Schlupfexperiment evaluiert. Die 10 % Formen ehtn mit Sauerstoff eine maximale
Entwicklung von 19 Tagen, ohne Sauerstoff 18 Tagee durchschnittliche
Entwicklungsdauer berechnete sich auf 12,8 Tageunidt 10,7 Tage ohne Sauerstoff.
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Ahnlich verhielten sich die Ergebnisse der 20 %nfenw. Mit 17 bzw. 18 Tagen maxi-
maximaler Entwicklung und 11 bzw. 11,2 Tagen ducbhstlicher Entwicklung (erster

Wert mit Sauerstoffgabe) konnte auch hier kein @uhérreicht werden.

Zwar konnte das Ziel, ein vollstdndig artifizielldsultivierungssystem mit der
Moglichkeit zum Schlupf eines gesunden Kiken zwekieln, nicht erreicht werden,
doch wurde ein Kultivierungssystem entwickelt, vinels derzeit weltweit als das Beste
seiner Art gelten muss. Die 2x Silikonformen inlabi mit dem 2-stufigen
Sauerstoffprotokoll erreichten in ihrer Entwickludgg 20,5. Aul3erdem wurde mit
einer durchschnittlichen Entwicklung von 14,0 Tagsner der htchsten Werte der
gesamten Untersuchung erzielt. Momentan ist keidewmas vollstédndig kinstliches
Kultivierungssystem fir den Hihnerembryo bekanmsts duch nur annahernd diese
Werte zu erreichen vermag. Die Kamihira Experimdaanten trotz vieler Ansatze
weder in dieser Arbeit noch von anderen Autorerdesibolt werden. Daher darf dieses

System im Vergleich nicht gewertet werden.

3.2 Biologische Untersuchungen

Nachdem die technischen Voraussetzungen fir diergmpntellen Arbeiten mit dem
Huhnerembryo geschaffen wurden, erfolgte die Untdrsng der Eignung des
Huhnereies zur Kultivierung von Fremdzellen undniidlgeweben. Diese Eignung ist
essentiell wichtig, da die Zell- und Gewebekultas dissue Engineering mit humanem
Material erlauben muss. Kénnte im Vogelei keine tkidrung von Saugetierzellen
durchgefuhrt werden, so ware der Ansatz dieser iArlls nicht durchfuhrbar zu

bewerten.

3.2.1 Eignung des Huhnereies fur die Kultivierung von Frendzellen

Obwohl das Huhnerei in der Vergangenheit fur wissbhaftliche Studien intensiv
genutzt wurde, finden sich zum Thema Kultivierurogn \Fremdzellen im Ei nur wenige
Informationen. Der Vorgang der Embryogenese mit deéhlauf komplexer

Zelldifferenzierungen und Proliferationen lasst ewime Zellkompatibilitdt der meisten

Eikomponenten erwarten, doch gilt es, dies zunachsh den einzelnen Komponenten
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aufgetrennt zu tUberprifen. Zielfihrend erschierdesDurchfiihrung der Einzelschritte
der In-vitro-Kultivierung von Zellen (Anwachsen, Kuierung, Passagieren) sowie die
Differenzierung experimentell durchzufihren. Dienmonenten des Hihnereies lassen
sich in zwei Klassen einteilen: Diejenigen, dieaunin-vitro-Bedingungen untersucht
werden konnen (Vitellinmembran, Eiklar, Dotter) udgkjenigen, die unter In-ovo-
Bedingungen untersucht werden mussen (CAM, Amn#ligntois), da es sich um
lebendes Gewebe handelt, welches ohne den Embiyeelscseine Eigenschaften

verliert und degeneriert.

Die erste zu untersuchende Komponente des Huhnsodlie die Vitellinmembran
(VM) sein. Die VM bildet in den ersten Tagen naclegBin der Bebritung das
Kultursubstrat fir den Embryo, also den Untergranfidem die Zellen wachsen. Diese
sphéarische Struktur umschlief3t den kugelformigettdd@zum Zeitpunkt der Eiablage
vollstandig. Fir eine bessere Dokumentation derithe-Zellkultur ist es von Vorteil,
eine maglichst ebene Oberflache zur KultivierungZelen zu nutzen. Die VM in eine
anndhernd ebene Form zu bringen, ist nicht triviswegen zur Praparation der VM
eigens ein spezielles Protokoll entwickelt wurdeedes neuartige Kultivierungssystem
ist unter Material und Methoden beschrieben. Wdisantmfasst es die Offnung der
VM und das Auswaschen des Dotters mit PBS. Zur \é@ong von Faltenbildung und
dem mdoglichst ebenen Aufspannen der VM wurde eigene Handhabungs- und
Kultivierungsform entwickelt und etabliert. Diest igbenfalls bei Material und
Methoden detailliert beschrieben.

Die Oberflache der VM ist von besonderem Interedsesie bei der Kultivierung die
Kontaktflache der Zellen bildet. Zur Darstellung eskr  wurden
rasterelektronenmikroskopische sowie Aufnahmen hém Durchlichtmikroskop
angefertigt (Abbildung 44). Hierbei zeigte sich eeinochgeordnete Mikrostruktur mit
unterschiedlicher Auspragung auf der Innen- undehsBite. Die VM zeigte bereits im
Durchlichtmikroskop eine sehr regelmaliige Struktwelche die mikroskopische
Erkennung von Zellen erschwert. Die Innenseite\ddrlasst in der REM-Aufnahme
eine hochgeordnete Faserstruktur mit Poren vomeidarchmesser <1 pum erkennen.
Die Aullenseite wies weniger klar voneinander tranebFasern mit einer hdheren
Rauigkeit auf. Diese Asymmetrie zwischen Aul3en- lmmeenseite war im Hinblick auf
die Funktion der VM zu erwatrten.
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Abbildung 44: Detailaufnahmen der Vitelinmembran (VM) des unbebriiteten Hihnereies. Links oben:
Durchlichtaufnahme der langs geschnittenen VM (Kryschnitt). Links unten: Phasenkontrastaufnahme der
VM in planarer Form. Rechts oben: Rasterelektronennkroskopische (REM) Aufnahme der Innenseite der
VM. Rechts unten: REM-Aufnahmen der Aul3enseite der W

Zum Nachweis der grundlegenden Eignung der VM zwllkdltur wurden
Zytotoxizitatstests durchgefiihrt, die als recht bgro Methode jedoch einen
zellschadigenden Effekt aufzeigen kdnnen (Abbildu#ts). Von mehreren frisch
praparierten Membranen wurden Extrakte durch 2ddsgjés Einlegen der VM bei 37,0
°C in Zellkulturmedium hergestellt und diese alsst®abstanz im WST- und BrdU-
Assay verwendet. Zusatzlich wurde eine/T-Farbung ader VM durchgefuhrt. Auf
Kulturen, bei denen die Zellen mit der Membranirsete sowie der Auf3enseite in
Kontakt standen, wurden hierzu L929 (10000 Zeller)dir 24 Stunden kultiviert und
anschlieBend eine L/T-Farbung durchgefuhrt. Von desgewerteten Zellen wurden
auf der Innenseite 97,4+1,8 % und auf der AulRen$¥6t8+2,4 % FDA gefarbt. Im
WST-Test konnte mit 98,4145,2 %, bezogen auf die tkile (100+3,1 %), kein
negativer Einfluss der VM auf die Zellen nachgewresverden. Der BrdU-Test zeigte
mit einem Wert von 97,1+6,2 % (100+8,0 % Kontrok#) ahnliches Ergebnis.
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Abbildung 45: Zytotoxizitatstests mit Extrakten Vitellinmembran (VM). Balkendiagramm, links: WST- und
BRDU-Assay, VM wurde mit einem 24 Stunden Extrakt (2llkulturmedium) der VM durchgefiihrt, Kontrolle
wurde mit Zellkulturmedium durchgefiihrt. Rechts: L-/ T-Farbung von L929, die fiir 24 Stunden auf der VM
kultiviert wurden

Mit hMSC, die auf der VM kultiviert wurden, erfolgtdie Untersuchung des
Anwachsverhalten auf der Innen- (n=6) sowie AulRBigasker VM (n=6). Als Vergleich
dienten auf Polystyrol (n=12) kultivierte hMSC. 000 Zellen/cmi wurden fir 24
Stunden inkubiert, die Kulturen mit DAPI gefarbtdudie Zellen gezahlt. Die Anzahl
der Zellen in der Kontrolle wurde auf 100,0+2,4 @ miert, um sie besser vergleichen
zu konnen. Auf der Innenseite der VM konnte mit534,8 % fast die gleiche Menge
von Zellen wiedergefunden werden, als auf dem Rygilyls Auf der Aul3enseite wurden
mit 68,3+4,5 % deutlich weniger Zellen identifizier

Die Untersuchung der Passagierbarkeit von Zellenadf der VM kultiviert wurden,
war wegen der Proteinstruktur der VM besondergestgant. Es war zu erwarten, dass
die standardmafige Ablosung mit Enzymen durch diepetitive Hemmung
zwischen den Adhasionsmolektlen der Zelle und detefen der VM gestort wirden.
Im Experiment wurden 10000 hMSC/€af der Innenseite- (n=10) und der AuRenseite
der VM (n=10) fur 48 Stunden kultiviert, das Mediwmntfernt und die Kulturen mit
PBS gewaschen. Das Abldsen der Zellen wurde mipsinyEDTA (0,05 %/0,02 %),
Acutase (1x) und Collagenase P (2,5 mg/ml) durdiigéfanschlie3end die Zeit bis zur
Ablosung bestimmt. Als Kontrolle dienten KultureanwhMSC auf Polystyrol. Fur jede
Seite der VM und fur jedes Enzym wurden drei Megsmndurchgefuhrt.
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In den Kontrollmessungen konnte mit Trypsin/EDTAcIné,5 Minuten, mit Acutase
nach 3,0 Minuten und mit Collagenase P nach 2,0utdim eine Abl6sung der Zellen
erreicht werden. Die Ablosung von der VM mit Tryp&DTA erfolgte nach 25,0
Minuten. Mit Acutase und Collagenase P konnte ngieils 30,0 Minuten eine
Ablésung von der VM erreicht werden. Einen Untersdhder Ablésedauer zwischen
der Innen- und Aul3enseite der VM konnte bei keiMessung festgestellt werden.
Trotz der im Vergleich zur Kontrolle deutlich vemtgerten Ablosezeit zeigt das

Experiment aber eine prinzipielle Durchfiihrbarlesiter Zellpassage an.

Die Langzeitkultivierung Uber mehrere Wochen bildietn zentralen Nachweis der
Eignung der VM als Zellkultursubstrat. Sowohl L928% auch hMSC wurden auf
beiden Seiten der VM kultiviert. L929 wurden mitCB0Zellen/cn eingesetzt und an
jedem zweiten Tag ein Mediumswechsel durchgefiibig. Passage wurde einmal pro
Woche mit Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) durchgefutie Kultivierung von L929
konnte erfolgreich Uber 21 Tage durchgeflhrt werded die Zellen zeigten eine mit
der Kontrolle vergleichbare Morphologie. Zur Langizeltivierung der hMSC wurden
3000 Zellen/crheingesét und das Medium ebenfalls jeden zweitgngEavechselt. Die
Passage wurde nach acht Tagen Kultivierung duréhgefAuch die Kultivierung von
hMSC konnte fir 21 Tage erfolgreich durchgefuhrtrde®. Morphologisch konnte
auch mit den hMSC kein Unterschied zur Kontrollstdestellt werden.

Als Modell der Differenzierung als komplexe biochieame Reaktion der Zellen wurde
die adipogene Differenzierung von hMSC gewahltjhda=ortschritt auch auf weniger
idealen Oberflachen wie der VM einfach feststellisarDie Differenzierung wurde auf
beiden Seiten der VM durchgefihrt (je n=12), da vitéher bereits erwahnt

unterschiedliche Ergebnisse fir moglich erachtetden (Abbildung 46). Sowohl eine
Positiv- (hMSC auf Polystyrol mit Differenzierungedium, n=6) als auch eine
Negativkontrolle (hnMSC auf Polystyrol mit Kulturmedi, n=4) in 6-Loch-Platten

wurde parallel mitgefihrt.
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Vitellinmembran Vitellinmembran
__- Kontrolle ontrolle N Aufien

Tag 7

Abbildung 46: Adipogenen Differenzierung von hMSC af der Vitellinmembran (VM). —Kontrolle: hMSC mit
Kulturmedium auf Polystyrol. +Kontrolle: hMSC auf P olystyrol mit adipogenem Differenzierungsmedium.
VM innen: hMSC auf der VM Innenseite mit adipogenem Differenzierungsmedium kultiviert. VM auf3en:
hMSC auf der AuRenseite der VM kultiviert mit adipogenem Differenzierungsmedium. Farbung der Zellen an
Tag 21 mit Oil Red O

Die hMSC wurden in einer Konzentration von 10000dlefgcn? in die Kulturen
eingesetzt. Das Differenzierungs- bzw. Kultiviersmgedium wurde nach zwei Tagen
gewechselt. Bei allen mit Differenzierungsmediunttikierten Proben konnten bereits
nach sieben Tagen Fettvesikel als erste Anzeichesr ®ifferenzierung festgestellt
werden. Die Oil-Red-O-Farbung an Tag 21 des Expmntes zeigte bei allen
Differenzierungsansatzen mit rot gefarbten Vesikdi erfolgreiche Differenzierung
an. Hierbei konnte festgestellt werden, dass bei£kdlen, die auf der VM kultiviert
wurden, weniger, dafur aber groRere Vesikel prdeZell finden waren (Tabelle 6).
Diese Beobachtung wies auf einen die adipogenaiRgibeschleunigenden Effekt hin.
Zur Quantifizierung dieser Beobachtung wurden lesi dnterschiedlichen Ansétzen die

Anzahl der Fettvesikel pro Zellen gezéahlt und derddmesser des grofiten Vesikels
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pro Zelle gemessen. Die Anzahl ist ebenso wie di& des groldten Vesikels ein Mal3
fur das Fortschreiten der Entwicklung vom unreifam reifen Adipozyt. Unreife
Adipozyten zeichnen sich durch viele kleine Fetikes aus, wohingegen reife

Adipozyten wenige sehr grol3e Fettvesikel beinhalten

Tabelle 6: Vergleich der durchschnittlichen Anzahl wn Fettvesikeln pro Zelle und dem Durchmesser des
groRten Fettvesikel pro Zelle in adipogen differenerten hMSC nach 21 Tagen auf verschiedenen
Kultursubstraten

Durchschnittliche Durchmesser des Ausgewertete Zellen

Kultursubstrat Anzahl der Vesikel grofiten Vesikel pro 9 '
Anzahl

pro Zelle Zell, pm
Polystyrol 34,6+20,1 7,6%3,2 137
Vitelinmembran 20,5+12,9 9,0+3,3 177
AulRenseite

Vitellinmembran 19,749 5 11,2443 217

Innenseite

Die Auswertung der Daten bestatigte die Vermutudig: auf der VM differenzierten

Zellen zeigten im Durchschnitt weniger Fettvesikmio Zelle (20,5+12,9 VM-

AulBBenseite und 19,7+£9,5 VM-Innenseite gegenube+24,1 bei Polystyrol). Ebenso
verhielt es sich mit den Durchmessern der grol3tesikél, die im Durchschnitt bei den
VM-Kulturen groRer waren als bei der Kontrolle &38B pum VM-Aul3enseite und
11,2+4,3 pm VM-Innenseite gegeniber 7,6+3,2 um Belystyrol). Die hohen

Standardabweichungen spiegeln die InhomogenitdPdpulationen an differenzierten
Zellen wieder. Diese wurden alle ausgewertet. Dfelgreiche Differenzierung zeigt
nicht nur eine gute Eignung der VM als Zellkultdrstrat, sondern legt einen Effekt
offen, der so nicht zu erwarten war. Es handelh dierbei um einen merklichen

Unterschied in der zeitlichen Ausbildung der Fetikel.
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Abbildung 47: Fettvesikel in 21 Tage lang adipogenifferenzierten hMSC in gleicher Vergré3erung. Links:
Differenzierung in Polystyrol Zellkulturbehéltern (6-Loch-Platte) zeigt viele kleine Fettvesikel pro 2.
Rechts: Differenzierung auf der VM-Innenseite zeigtwenige gro3e Fettvesikel und damit eine weiter
vorangeschrittene Ausreifung der Adipozyten

In Zusammenhang hiermit kdnnte die partielle Duisbigkeit der VM fir gewisse
niedermolekulare Stoffe stehen, weswegen dies suntbt wurde. Als Testsubstanz
wurde zunachst eine wassrige Patenblau V-LosungalgéwBeim experimentellen
Aufbau wurde der Dotter eines unbefruchteten Eidszmei Kanulen perforiert. Mit
einer Spritze wurde der Dotter mit PBS ausgewasaneranschlieend mit Patentblau-
V-L6sung gefillt. Bereits nach zwei Minuten konuier Austritt des blauen Farbstoffs
durch die VM beobachtet werden (Abbildung 48, Ink3abei trat der Farbstoff tber
die gesamte Oberflache der VM aus. Als weitere sidsstanzen wurde das aus
mehreren niedermolekularen Verbindungen (IBMX, Degthason, Indomethazin,
Insulin) bestehende adipogene Differenzierungsmmedigewahlt. Mit diesem
Experiment sollte explizit keine Ausschlussgrenestimmt, sondern die Mdglichkeit
der Diffusion tber die VM nachgewiesen werden. &gyerimentelle Aufbau sollte den
Ubertritt dieser Substanzen uber die VM durch digp@gene Differenzierung von
hMSC in einem weiteren Kompartiment anzeigen (Adilg 48, mitte).

Die hMSC wurden bis zu Konfluenz auf dem Boden re&woch-Platte kultiviert und
mit 2 ml Kultivierungsmedium Uberschichtet. Darlleurde ein Einsatz eingebracht,
auf dessen fur Flissigkeiten durchlassigen Bodez(Wit einer Maschenweite von 8
pm), eine VM aufgespannt wurde. Um den Austritt de®rgelegten
Differenzierungsmediums (1 ml) ausschlief3lich Uther VM zu gewahrleisten, wurde
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ein Silikonring aufgebracht, der den seitlichen @ttt der FlUssigkeit verhinderte.
Das Differenzierungsmedium  war  entsprechend der dierung der

Differenzierungsfaktoren im Kulturmedium hoher kentriert (3x), um bei

vollstandiger Vermischung die einfache Konzentratiou erreichen. Das Medium
wurde jeden zweiten Tag in beiden Kompartimenteneghselt. In drei Experimenten
wurden je drei Kulturen differenziert und die Zelleach 15 Tagen mit Oil-Red-O
gefarbt. In 87,5 % der Kulturen (n=8) konnten d#fezierte Zellen nachgewiesen
werden (Abbildung 48, rechts). Beide Experimentstétegen die vorherige Vermutung

der Durchlassigkeit der VM flr niedermolekularef&to

Abbildung 48: Durchléssigkeit der Vitellinmembran (VM) fiir niedermolekulare Stoffe. Links: Diffusion von
wassriger Patentblau V-Losung durch die VM. Mitte: Aufbau zum Nachweis der Adipogenen Differenzierung
Uber die VM. a)l ml Differenzierungsmedium 3x konzatriert b)2 ml Kulturmedium tber hMSC, c)
Silikonring, d) Einsatz mit Netzstruktur Maschenweite 8 um, e) VM. Rechts: Oil Red O-Féarbung adipogen
differenzierter hMSC nach 15 Tagen

Das Eiklar bildet zu Beginn der Bebritung einenf3gm Anteil des Bruteies. Seine
Funktionalitéat als Kontaminationsschutz lasst aurfe eNichteignung zur Zellkultur

schlieRen, die in einem Kultivierungsexperimenteusuicht wurde. Die Kultivierung
erfolgte mit L929 in vitro unter Zugabe von flissig Eiklar. L929 (10000 Zellen/cin

wurden in 6-Loch-Schalen (n=6) fur 24 Stunden kidtit und anschliel3end pro Loch 1
ml Eiklar den 2 ml Kulturmedium zugegeben. Die Dalantation der Zellen zeigte
bereits nach 12 Stunden ein Absterben der Zellas, ridhch 24 Stunden alle Zellen
erfasst hatte. Der direkte Kontakt der Zellen natndEiklar erwies sich als schadlich.
Weitere Experimente mit Eiklar und Zellen wurdenragddhin nicht durchgefihrt.

Gleichwohl liefert es bei der Embryonalentwicklutig Feuchtigkeit und wird vor dem

Schlupf oral aufgenommen und verstoffwechselt.
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Der Dotter als Nahrmedium des Embryos ist das Katimpant, welches von der VM
gegen das Eiklar abgetrennt wird. Zunachst wureekdiltivierung von L929 in vitro
unter Zugabe von Dotter zum Kulturmedium durchggflim eine erste Einschatzung
der Reaktion der Zellen auf den direkten Kontakerhalten. L929 (10000 Zellen/ém
wurden in 6-Loch-Platten (n=6) fir 24 Stunden kugtit und anschliel3end pro Loch 1
ml Dotter dem jeweils 2 ml Kulturmedium zugegebsielfe Abbildung 49). Bei der
Dokumentation der Zellen zeigte sich bereits n&istunden ein Absterben der Zellen.
Nach 24 Stunden hatten sich alle Zellen von derriGlobe abgelost und waren

abgestorben.

Um den direkten Kontakt von Dotter und Zellen zunweiden, wurde ein neues
Kultivierungsprinzip entwickelt, welches unter Maé und Methoden detailliert

beschrieben ist. Die entwickelte Dotterkultur, virelcdie Kultivierung von Zellen in

unmittelbarer Nahe des Dotters ohne direkten Kdn&kndglicht, wurde in einem

Kultivierungsexperiment mit L929 auf ihre Eignungr Zellkultur evaluiert (Abbildung

49). Dabei ist herauszuheben, dass in diesem HEwpsti nur die Grenzflache
Dotter/Medium als Kultursubstrat diente und keireltier Kontakt zwischen Zellen und
Dotter bestand. Die L929 (5000/@mwurden drei Tage in Dotterkulturen kultiviert,
nach 48 Stunden erfolgte ein Mediumswechsel. Ans8ahd wurde die Zellvitalitat

mittels L/T-Farbung untersucht. Die L/T-Farbunggteieine hohe Anzahl von 91,8+5,4
% FDA gefarbter Zellen.

Das Anwachsverhalten von Zellen auf dem Dotter wurdt hMSC in der Dotterkultur
durchgefuhrt. Auch bei diesem Experiment bestarid Keekter Kontakt der Zellen
zum Dotter. Die Zahl angewachsener Zellen sollteMergleich zur Kontrolle (auf
Polystyrol kultivierte hMSC) deutlich geringer aakén, so die Erwartung. Auf der
Dotterkultur (n=5) und auf Polystyrol (n=6) wurd&8000 Zellen/crh24 Stunden lang
kultiviert. Nachfolgend wurden die Zellen mit DAéfarbt und ausgezahlt. Die Anzahl
der Zellen auf Polystyrol wurde auf 100,0t4,6 % mart. Auf der Dotterkultur
konnten 73,0+8,3 % der Zellen gezahlt werden.
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Abbildung 49: Zwei genutzte Kulturformen zur Untersuchung des Eiflusses von Dotter auf Zellen (grin).
Oben: Dotterkultur mit indirektem Kontakt zum Dotte r. Hier waren die Zellen durch die VM (grau und
gestrichelt) vom Dotter (gelb) getrennt. Abtrennungder Kulturflache zur Seite erfolgt durch Agar (hellblau),
Kultivierungsmedium (rot). Unten: Kultivierung von Zellen in StandardkulturgefalRen (grau) unter direktem
Kontakt zu Dotter, der dem Kultivierungsmedium (rot) zugesetzt wurde

Auch die Passagierbarkeit sollte im Dottersystertensncht werden, bildet sie doch
einen wichtigen Schritt fur die Kultivierung von |[Em. Dafur wurden hMSC auf
Dotterkulturen bis kurz vor deren Konfluenz kuléxti. Nun erfolgte die Zugabe von
Trypsin/EDTA (0,05 %/0,02 %) und die Messung deit Bes zur Ablésung gemessen.
In der Kontrolle (Polystyrol) wurde eine Ablésungah 2,5 Minuten erreicht und die
Zellausbeute auf 100 % normiert. Nach 25,0 Minwggnlgte die Ablésung der Zellen
in der Dotterkultur. Beim Passagieren der Dottatkukam es bei 30 % der Kulturen
zur Ruptur der VM (n=10). Die Passage von in dett®kultur kultivierten Zellen war

dennoch mdglich.

Der nachste Schritt der Untersuchung stellte dié&iWerung von Zellen tber einen
Zeitraum von zwei Wochen dar. Hierbei sollte hegafisnden werden, ob der
zellschadigende Effekt des Dotters auch Uber die \Hihweg wirkt. Die

Langzeitkultivierung wurde mit hMSC (n=6) und L9Z8=7) durchgefuhrt. hMSC
wurden mit 5000 Zellen/ctund L929 mit 1000 Zellen/cmin die Dotterkultur

eingebracht. Die Kultivierung konnte mit beiden I2eiten erfolgreich 14 Tage
durchgefuhrt werden. Von den hMSC-Kulturen gingenzum Ende des Experimentes
50 %, bei den L929-Kulturen 43 % durch Auslaufers dgotters verloren. Die
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morphologische Form der L929 war in allen Kultureormal. Bei einer Kultur der

hMSC zeigten die Zellen eine deutlich langlicherernk als in den beiden

verbleibenden Kulturen.

200pm
CE—

Abbildung 50: Adipogene Differenzierung von hMSC inder Dotterkultur. Links: Bodipy-Farbung der 21
Tage lang adipogen differenzierten hMSC zeigen grugefarbte Fettvesikel. Rechts: L/T-Farbung an Tag 21
der Differenzierung zeigt iber 70 % FDA (gruin) gefébte Zellen

Die adipogene Differenzierung sollte auch in dett®&ultur durchgefthrt werden, um
die Eignung fur komplexe biochemische Reaktionee, ltbhen Anforderungen an
Zellen und Kulturbedingungen stellen, nachzuweis23000 Zellen/crh wurden in
Kultur genommen und mit dem Differenzierungsmediunkubiert. Nach 21 Tagen
Differenzierung konnten in einer Bodipy-Farbung &ettvesikel eine Differenzierung
in adipogene Richtung gezeigt werden (Abbildung ®0¥ Bodipy-Farbung war hier
der Oil-Red-O-Féarbung wegen der besseren Detektieeli vorzuziehen. Eine L/T-
Farbung zeigte 70,1+5,5 % grun gefarbter Zellerrldcheinen, trotz der erfolgreichen
Differenzierung, suboptimale Kultivierungsbedingangdie sich in der Anzahl FDA

gefarbter Zellen zeigten, geherrscht zu haben.

Die Untersuchungen der VM und des Dotters auf Hignung zur Kultivierung von
humanen Zellen konnten unter In-vitro-Bedingungemchdgefiihrt werden. Bei der
CAM und den anderen extraembryonalen Geweben is$ dicht moglich. Zur
Untersuchung der Zellkultureigenschaften von Amniatantois und CAM muss der

Huhnerembryo mitkultiviert werden, um den Verfalkkser Gewebe zu verhindern. Zu
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diesem Zweck wurden die Untersuchungen der extraemblen Gewebe mit der Per-
Perry-Kultur durchgefihrt.

Bei dem Amnion und der Allantois handelt es sich flinssigkeitsgefullte Blasen, die
von einer dinnen Haut umgeben sind. Eine moglicltiierung von Zellen ist
hauptsachlich von der Biokompatibilitat der beidEhissigkeiten in Amnion und
Allantois abhéngig. Zunachst wurde die Allantoisfligkeit in Zytotoxizitatstestes
untersucht, um die Eignung fir weitere Experimemeirteilen zu kdénnen. Bei der
Allantoisflissigkeit handelt es sich um eine kldfkissigkeit mit einer Viskositéat
ahnlich der von Wasser. Eine gewisse Zytotoxiagitzon der Allantoisflissigkeit zu
erwarten, handelt es sich doch um das embryonalévAlgnt der Harnblase, gefillt mit

Wasser und Stoffwechselendprodukten.

Der Entnahmezeitpunkt der Flissigkeit an Tag 6Gedaloryonalen Entwicklung hat sich
in Vorversuchen mit unterschiedlich alten Embryogag 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 und
13) als optimal hinsichtlich Erreichbarkeit und Aeste erwiesen. Die

Allantoisflissigkeit wurde den in Perry-Kulturenkubierten Embryonen mit einer
Kanile entnommen und bis zur Untersuchung bei €0¢€lagert.

Zur Untersuchung der Bedingungen, welche in di@ambis injizierte Zellen antreffen
wirden, wurde eine Konzentrationsreihe der Allasftossigkeit mit Zellkulturmedium

hergestellt (90, 50 und 10 % Allantoisflissigkeit)d diese in Zellkulturexperimenten
untersucht. Mit diesen drei Konzentrationen sowidtidmedium (Kontrolle) wurden

WST- und BrdU-Assay durchgefuhrt, um einen zellsiggnden Effekt zu erkennen.
Im WST wurde die Kontrolle auf 100£16,7 % normiautn einen Kontrollwert fir

keine zytotoxischen Effekte zu generieren und rait drei Konzentrationen verglichen.
Die 90 % -Probe zeigte einen Wert von 51,7+£9,7 #,50 % Probe einen Wert von
75,7£13,6 % und die 10 % Probe eine Wert von 8% 15-2. Im BrdU-Assay wurde

die Kontrolle aus den gleichen Grinden wie beim W&T 100+£3,1 % normiert und
mit den Ergebnissen der Konzentrationsreine vdrghc Die Probe mit 90 %
Flissigkeit lieferte einen Wert von 94,3+4,8 %, &@ % Probe einen Wert von
95,7+4,4 % und die 10 % Probe eine Wert von 98 U%6, Mit der 90 % Probe wurden
CHO-GFP Uber den Zeitraum von 14 Tagen kultivient tanschlieRend eine L/T-
Farbung durchgefiihrt. Die CHO-GFP wurden wegensile#P-Signals den bereits
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bekannten Zellen vorgezogen und hier verwendet.6Bg2+3,4 % der Zellen konnte

eine grine FDA-Farbung nachgewiesen werden.

Der néchste Schritt stellte die tatsachliche Kidtivng von Zellen unter In-vivo-
Bedingungen dar. Hierzu wurde in die Allantois v®riTage alten Hihnerembryonen
CHO-GFP-Zellen eingebracht. Je Embryo (n=12) wur8@®00 CHO-GFP in 1000 ul
Kulturmedium mit einer 1 ml Einmalspritze und eineB G Kanule appliziert.
Dokumentiert wurde das GFP-Signal der Zellen in&dndenintervallen mit einem
Fluoreszenzbinokular. Nach 24 Stunden waren bed 66,der Kulturen die Signale
noch nachweisbar. 48 Stunden nach der Applikatmmte das Signal der Zellen bei
keiner Kultur mehr nachgewiesen werden. Die Embeyowurden bis Tag 18 weiter
inkubiert, die Uberlebensrate bestimmt und der Bmbauf Fehlbildungen hin
untersucht. 83,3 % der Embryonen Uberlebten bisIBagvovon keiner Fehlbildungen

zeigte.

Mit dem gleichen Aufbau (1 ml Spritze und 23 G Ki@iund dem gleichen Ziel
wurden ebenfalls in die Allantois sechs Tage aléhnerembryonen (n=11) CHO-
GPF-Sphéaroide (CHS) injiziert. Je 30 Sphéaroide wanth 300 pul Medium injiziert. Die
Dokumentation des Fluoreszenzsignals erfolgte déiglund konnte bis Tag 9
nachgewiesen werden. Die injizierten Zellen und &pide konnten nach dem
Verschwinden des GFP Signals nicht mehr aufgefundeerden. Am

wahrscheinlichsten erscheint es, dass sie abgestantd in der Allantois sedimentiert
sind. An Tag 18 zeigten von den 81,8 % Uberleberiel@bryonen alle eine normale

Entwicklung.
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Kalkschale
mit Schalenhaut

Abbildung 51: Kultivierung von Fremdzellen und Fremdgewebe in der Allantois. CHO-GFP und CHO-GFP-
Sphéroiden wurden mit einer 23 G Kanule und einer 1ml Einmalspritze in die Allantois von 6 Tage
inkubierten Embryonen eingebracht und im Fluoreszembinokular dokumentiert. Abbildung links
abgewandelt nach Schnorr [90]

In einem weiteren In-ovo-Kulturexperiment wurdenskhspharoide (CHO-GFP und
Herzmuskelzellen = CMS) in die Allantois von sedlegje alten Hihnerembryonen in
Perry-Kultur eingebracht (Abbildung 51). Bei den SMurde bei jedem Sphéaroid auf
die durch die Herzmuskelzellen generierte Eigentadtion und das durch die CHO-
GFP generierte GFP-Signal geachtet, sodass die rbaation jedes einzelnen
Spharoids mdglich war. Pro Embryo (n=10) wurderSpharoide in 300 pl appliziert.
Die tagliche Dokumentation des GFP-Signals konrfgreich bis Tag 9 durchgefiihrt
werden, die Dokumentation der Kontraktilitdt der ENbis Tag 6. Die behandelten
Embryonen, welche Tag 18 erreichten (60 %), zeigleneine normale Entwicklung.
Die zeitlich nur begrenzte Nachweisbarkeit der etelind Spharoide bestatigt die aus

vorangegangenen Experimenten gewonnenen Erwartungen

Wie mit der Allantoisfliissigkeit, so wurden auch tmier Amnionflissigkeit

Zytotoxizitatstests (WST, BrdU und L/T-Farbung) chgefiihrt, um die Auswirkung

des direkten Kontaktes zu Zellen abschétzen zu é&@nBer optimale Zeitpunkt zur
Praparation der Amnionflissigkeit wurde an unteestiich alten Embryonen (Tag 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12 und 13) ermittelt und mit Ty defunden. Zur Praparation der
Amnionflissigkeit wurden Bruteier flir 12 Tage inkerb und die Embryonen aus der
Schale entfernt, was durch vorsichtiges und stlidegseEntfernen der Schale ohne
schwere Verletzung der CAM gelang. Mit einer Kanidarde die klare, wassrige

Flussigkeit entnommen und bis zur Testung bei Q@élagert.
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Mit der Amnionflissigkeit und Zellkulturmedium wwed drei Konzentrationen (90, 50
und 10 % Amnionflissigkeit) angesetzt und in WSTd udrdU untersucht. Der

zytotoxische Effekt wurde wegen der Funktion desnfams als Umgebungsmedium
des Embryos als deutlich geringer als bei der Adlisneingeschatzt. Die mitgefiihrte
Kontrolle aus reinem Kulturmedium wurde auf 100810 (WST) und 100+4,6 %

(BrdU) normiert, um die weiteren Ergebnisse mitsdreNegativkontrolle vergleichen
zu koénnen. Der WST-Assay lieferte fiir die unteredhichen Konzentrationen folgende
Ergebnisse: 90 %-Probe: 18,7+2,5 %, 50 %-Probe2#8]12 % und 10 %-Probe:

87,91£13,3 %. Der BrdU-Assay lieferte fur die Konzationsreihe folgende Ergebnisse:
90 %-Probe: 102,4+5,3 %, 50 %-Probe: 99,9+4,5 % 1h&o-Probe: 95,1+6,6 %. Die
L/T-Farbung wurde nach einer 14 tagigen Kultur m®29 durchgefihrt. Die

verwendeten Zellen wurden mit einem Medium, welches 90 % Amnionflissigkeit

und 10 % Kulturmedium bestand, kultiviert. 68,6x2p/der Zellen zeigten die FDA-
Farbung.

Allantoisstiel

Abbildung 52: Kultivierung von Fremdzellen und Fremdgewebe im Amnion. CHO-GFP, CHO-GFP-
Sphéroiden (CHS) und Mischsphéaroiden (CMS) wurden rit einer 23 G Kanile und einer 1 ml Einmalspritze
in das Amnion von 3 Tage inkubierten Embryonen eindgaracht und im Fluoreszenzbinokular dokumentiert.
Linke Abbildung abgewandelt nach Schnorr [90]

Auch im Amnion wurden In-vivo-Experimente mit Zelleund Spharoiden
durchgefuhrt, um die Aussage der Zytotoxizitatstest festigen (Abbildung 52). Die
Kultivierung der Zellen im Amnion wurde mit drei @a alten Hihnerembryonen in
Perry-Kulturen durchgefiihrt. Hierzu wurden bei n&imbryonen jeweils 30000 CHO-
GFP Zellen in 1000 ul in das Amnion eingebrachtwisde eine 1 ml Einmalspritze

117



Ergebnisse

und eine 23 G Kandule zur Injektion benutzt. DasoFdgzenzsignal der Zellen wurde
taglich dokumentiert. Das Signal war nach 24 Stanaer noch bei 77,7 % der Perry-
Kulturen nachweisbar. 48 Stunden nach der Injekkionnte bei keiner der Kulturen
mehr ein Signal detektiert werden. Die Uberlebensgder Kulturen lag an Tag 18 bei
77,7 %. Uberlebende Embryonen zeigten eine norrEasvicklung und keinerlei

Hinweise auf Fehlbildungen.

Abbildung 53: Kultivierung von CHO-Herzmuskelsphéroide (CMS) in der Amnionhdhle des Hihnerembryos.
In das Amnion des 3 Tage alten Hihnerembryos wurde@5 CMS in 100 pl Medium injiziert. Dokumentation

der CMS im Fluoreszenzbinokular zu verschiedenen Zgpunkten. Die linke Spalte zeigt denselben Aussciith

wie die rechte Spalte
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Die Kultivierung von Spharoiden wurde im Amnion mginen CHO-GFP-Sphéaroiden
(CHS) und CHO-GFP-Herzmuskelzellmischspharoiden $IM durchgefihrt
(Abbildung 53). Je Perry-Kultur wurden 30 CHS imvggls 100 pl Kulturmedium mit
einer 100 pl Hamilton-Spritze in das Amnion gegprifn=11). Die Injektion der
Sphéaroide wurde an Tag 3 durchgefuhrt. Dieser dekp wurde wegen der
ausgezeichneten und im spateren Verlauf nicht raeftretenden Erreichbarkeit des
Amnions gewadahlt. Die Dokumentation des GFP-Signlatsinte bis Tag 9 der
Entwicklung beobachtet werden. 90,9 % der Embryoileerlebten bis Tag 18 und

zeigten keine Anzeichen von Fehlbildungen.

Pro Embryo wurden 25 CMS Sphéroide in 100 pl Kofedium injiziert. Insgesamt
wurden 11 Embryonen prapariert. Die tagliche Dokuotagon konnte bis Tag 9 GFP-
Signale nachweisen, die Dokumentation der Kontititider CMS war bis Tag 8
mdglich. Die Uberlebensquote der Embryonen an Tadad bei 63,6 %. Eine nahere
Untersuchung der Embryonen ergab keinerlei Fehlbdgn. Wie bereits bei den
Untersuchungen der Allantois konnte nur bei den CBi8e Beeinflussung der
Uberlebensquote festgestellt werden. Die kurze @eit Nachweisbarkeit des GFP-

Signals entspricht den Erwartungen und den Zytattitstests.

Die CAM bildet das aul3erste extraembryonale Gewsloeab Tag 12 der Entwicklung
umschlie3t sie die gesamte Innenseite des Eies.itDaimsie das am einfachsten
erreichbare Kompartiment des sich entwickelnden fyogh Durch diese exponierte
Lage ist die CAM bereits seit langerem in den Fo#tas wissenschaftlichen Nutzung
geruckt. Die Kultivierung von Krebszellen und Krgbs/ebe ist bereits Anfang des 20.
Jahrhunderts beschrieben worden. Heute findetasiptbachlich Verwendung im HET-
CAM, einem Test, bei dem die Reizung von chemisctierbindungen auf Gewebe
untersucht wird. Da sich die CAM fur die Untersuchuwer Zytotoxizitat mit WST-1-

Test und BrdU-Test nicht eignet, wurde mit der imevZellkultur zur Untersuchung

begonnen.

Die Kultivierung von Einzelzellen in Zellsuspensi(0000 Zellen in 200 ul) auf der
CAM (Tag 10, Perry-Kultur) hat sich als ungeeighetausgestellt. CHO-GFP konnten

zwar Uber sechs Tage auf der CAM des 12 Tage dltdmerembryos dokumentiert
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werden, gingen jedoch in hoher Zahl am Rand deryRarltur verloren. AuRerdem
verteilten sich die Zellen sehr weitrdumig auf dgesamten Oberflache. Die
Begrenzung der Kulturflache erschien daher zwingemmwendig. Durch die
Verwendung von Silikonringen konnte kein dichtersabluss des Kultivierungsraumes
zur CAM erreicht werden. Eine alternative Kultiviag, mit der die lokale Begrenzung
der Zellen besser mdglich war, wurde mit Gelatihesammen erreicht. Diese
Schwamme wurden auf die CAM aufgebracht und mitlsdepension betraufelt
(Abbildung 54). Fir die Kultivierung wurden Embryangenutzt, die bis Tag 12 in der
Perry-Kultur inkubiert wurden (n=9). Um das Volumeon 100 pl Kulturmedium mit
130000 CHO-GFP aufzunehmen, haben sich Wirfel méreélantenlange von 5 mm
als geeignet erwiesen und wurden im Experiment eedst. Die Dokumentation des
GFP-Signals war bis zum Ende des Experimentes gri§andglich. Diesen Zeitpunkt
erreichten 88,8 % der Embryonen. Der Gelatineschwamterlag in dieser Zeit einer
stetigen Erosion, die sich am starksten an denrkakewirkte. Durch diesen Vorgang
verloren die Schwamme im Durchschnitt etwa 15 %erilQuerschnittsflache. Die
Zellen bildeten innerhalb des Schwamms eine st#ileur, die auch ohne die Zugabe
von weiterem Medium ein bis zum Ende des Experiggerteutliches GFP-Signal
aufzeigte. Aullerhalb des Schwammes konnte nur eisigwein Signal detektiert
werden. Obwohl die CAM in der Nahe der Schwamme deaiteres Adernetzwerk
bildete, konnte kein Einwachsen der BlutgefalleienSthwamme beobachtet werden.
Bemerkenswert ist, dass die Kultivierung ohne deteve Zugabe von Kulturmedium

gelang.

Auch die Kultivierung von Sphéaroiden auf der CAM nde im Rahmen der
Aufgabenstellung dieser Arbeit als wichtiges Exmemt erachtet, da sie die Grundlage
fur einen Anschluss an das Gefal3system darstedltwBrde mit CHS (Tag 10, Perry-
Kulturen) durchgefiihrt. Die verwendeten Spharoidétem einen durchschnittlichen
Durchmesser von 120 um. Pro Embryo (n=9) wurden Sphéaroide in 300 pl
Kulturmedium aufgebracht. Gegen ein Verrutschen Seharoide wurde ein 1 cm
durchmessender Silikonring verwendet. In einem ¥opeeiment konnte die Retention
von Spharoiden erfolgreich gezeigt werden. Die Do&ntation des Fluoreszenzsignals
erfolgte taglich und zeigte bis Tag 18 ein deudglsignal. Die Spharoide wuchsen pro

Tag durchschnittlich 14 um im Durchmesser bis sidag 18 einen durchschnittlichen
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Durchmesser von 230 um aufwiesen. 100 % der Embrydiberlebten bis Tag 18 und

zeigten eine normale Entwicklung und keine Misslniigien.

Abbildung 54: Kultivierung von Zellen (CHO-GFP) in Gelatineschwdmmen auf der CAM ab Tag 10 der
Bebriitung. Dokumentation der Zellen im Fluoreszenzimokular zu verschiedenen Zeitpunkten. Die linke
Spalte zeigt denselben Ausschnitt wie die rechte Slpe

3.2.2 Retardierung der Entwicklung des Embryos

Das Wachstum von Geweben ebenso wie die Differamzgevon Stammzellen ist in-
vivo mit mehreren Wochen zu veranschlagen. DaleteisFaktor Zeit fur die Nutzung
des Huhnerembryos im Tissue Engineering ein wiehtigAspekt. Die
Entwicklungsdauer des Hiuhnerembryos von 21 Tagsh stne Limitierung dar, falls
sich die Co-Kultur des Embryos mit Saugerzellen @&dorderlich erweist.
Grundsatzlich besteht die Mdglichkeit Eier einederen Spezies (z.B. Gans oder

Straul3), die eine langere Brutdauer aufweisen zmenu Besser ware es jedoch, den
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Modellorganismus so zu manipulieren, dass eineeé@ndNutzungsdauer maglich ist.
Hier bietet sich eine Retardierung der embryon&atwicklung an. Es stellt sich die
Frage, ob eine Verzdgerung der Entwicklung mdégisthund wenn ja, fir welche
Zeitspanne. Ein Parameter tUber den dies mdgliathenst, ist die Bruttemperatur, da
verzogerte Entwicklungen als Brutfehler oft mit geringer Inkubationstemperatur in

Zusammenhang gebracht werden.

Im Experiment wurde der Einfluss einer abgesenktdubationstemperatur auf das
Voranschreiten der Entwicklung untersucht. Dazudear Bruteier fir 18 Tage bei
verschiedenen Temperaturen (37,5; 37,0; 36,0; 3&D inkubiert und gedffnet
(Abbildung 55, rechts). Die Embryonen wurden gedtated ihre Entwicklungsstufe
nach HH bestimmt [45]. Die Einstufung der Entwiakduerfolgte tUber die Lange des
langsten Zehs und die Lange des Schnabels (Ablgl&5n links). Um rassebedingte
Differenzen zur Literatur zu bericksichtigen, wutks Experiment auch bei 37,5 °C
durchgefuhrt, um einen Kontrollwert zu generierddeben der Einstufung der
Embryonen wurde die Uberlebensquote bestimmt, denwarten war, dass diese durch
die abgesenkten Inkubationstemperaturen ebenfadissenkt wirden. Jede Temperatur
wurde in drei unabhangigen Experimenten getestetd udie Ergebnisse

zusammengefasst.

®  Zehenla
n s:hz:berlllgg;ge | \:| lebende und gesunde Embryonen an Tag 18 |
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Abbildung 55: Schnabelldnge, Zehenldange und Uberlebsrate von Embryonen an Tag 18 bei
unterschiedlichen Inkubationstemperaturen. Links: Aufgetragen ist die durchschnittiche Zehen- und
Schnabellange an Tag 18 gegen die Inkubationstempéua. Rechts: Die durchschnittliche Uberlebensquoten
Tag 18 in Abhéngigkeit von der Inkubationstemperatur
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Die Kontrolle (37,5 °C) zeigte eine Uberlebensqudtag 18) von 92,5 %. Parallel mit
dem Absenken der Inkubationstemperatur konnte ¢énwgsgemald eine Abnahme der
Uberlebensquote auf 82 % bei 37,0 °C, 81,7 % be 36 und 70,0 % bei 35,0 °C
festgestellt werden. Die Zehen- als auch die Sdtliéaipe zeigten ebenfalls einen
eindeutigen Trend hin zu kleineren Langen bei meal@emperaturen. Im Vergleich zu
den Literaturwerten [45] stimmten die Werte der Kolke bei der Zehenldnge Uberein.
Die Werte der Schnabellange in der Literatur waterchweg um 1 mm langer als die
hier gemessenen. Diese Differenz ist vermutlichsRasedingt und wurde bei der
Ermittlung der Entwicklungsstufe Dbericksichtigt. eDiEmbryonen wurden im
Durchschnitt wie folgt eingestuft: 37,5 °C Hambur¢tamilton Stage (HH) 44 (=Tag
18), 37,0 °C entspricht HH 43 (=Tag 17), 36,0 °&pricht HH 42 (=Tag 16), und 35,0
°C entspricht HH 40 (=Tag 14). Des Weiteren konbé®bachtet werden, dass die
Embryonen bei geringeren Inkubationstemperaturemigee vital wirkten als bei
hoheren Temperaturen. Bei 35,0 °C zeigten die Eamnay kaum eigene Bewegungen
wie sie die Kontrolltiere normalerweise zeigen umdrkten lethargisch. Diese
Beobachtung trat in schwacherer Auspragung bebdeB6,0 °C inkubierten Gruppe

auf.

In einem weiteren Experiment wurden Bruteier beD3% bebritet und zum Schlupf
gebracht. Ziel war es zu Uberprifen, ob und wenwgan ein Schlupf bei 35,0 °C
madglich ist und ob damit eine verlangerte NutzuingKulturexperimente besteht. Die
Bruteier wurden nach Standardprotokoll inkubiert Aag 24 der Bebritung zeigte
eines der Eier (n=3) erste Briiche in der Schaleclbchieren konnten in allen
Bruteiern zu diesem Zeitpunkt lebende Embryonerhgewiesen werden. Keines der
Kiken konnte allein den Schlupfprozess erfolgrédelenden. An Tag 25 wurden die
Eier getffnet und die gestorbenen Embryonen untbatsuDie Vermessung von

Schnabel und Zehen erlaubte auch hier eine Zuogdrder Entwicklungsstufe.

AuBerlich wiesen die Embryonen keine Missbildunganf. Die verstorbenen

Embryonen entsprachen ihrer Entwicklung nach HHZba@y 19-20). Dies entspricht
einer Verzogerung der Entwicklung des Huhnerembiyms4-5 Tage, die durch die
Herabsetzung der Inkubationstemperatur erreichdevekonnte.
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3.2.3 Anschluss von Fremdgewebe an das Gefaldsystem deslEyos

Der Anschluss eines funktionalen Gewebes an dagd&hRsystem des Embryos stellt
fur die Arbeitshypothese dieser Arbeit eines ddnli&selexperimente dar. Durch den
Anschluss eines Gewebes an das VersorgungssystsmEd#ryos konnte ein

Wachstum des Gewebes Uber die diffusionsbegrenzi®@eGhinaus erreicht werden,
was im Tissue Engineering bisher nicht moglich vizar. Uberpriifung diese Hypothese
wurde nach einem funktionalen, nicht tumoralen Mgewebe gesucht, mit dem der
experimentelle Anschluss an das Blutgefal3system Hi@snerembryos untersucht
werden sollte. Hierfir boten sich Herzmuskelspld&oi des embryonalen

Huhnerherzens (HMS) an, die eine sehr einfache deih Auge wahrnehmbare
Eigenkontraktion aufweisen. In den Experimentenwesidete HMS hatten einen
Durchmesser von 110 pum und eine deutliche Eigen&kibdn. Sphéaroide ohne

Eigenkontraktion wurden ausgesondert und nicht gadet. Als Kultursubstrat eignet
sich nach den Erkenntnissen aus den bisherigenritigrgen die CAM, ab Tag 10 der

Entwicklung in der Perry-Kultur, am besten.

Fur die Kultivierung der HMS auf der CAM wurden i&dnringe genutzt, um ein
Verschwinden der Spharoide zwischen Schale und CAM verhindern. Das
Aufbringen der HMS wurde so schnell wie moglich ubei jeder Kultur einzeln
durchgefihrt, da sich zeigte, dass die HMS bei Teratprabnahme schnell ihre
Kontraktilitat verloren. Im ersten Versuch solltee dKultivierung ohne Zugabe von
Wachstumsfaktoren durchgefuhrt werden. Um eine &gessiber den Zustand des
Embryos sowie der HMS treffen zu kénnen, musste eagelmalige Beobachtung
erfolgen. Diese wurde taglich durchgefihrt, um Alasterben der Embryonen oder eine
Veranderung der Spharoide wahrnehmen zu konner fambliche Veranderung der
Sphéroide vom weilRen Ausgangszustand ins Rote ewdrddinweis auf einen erfolgten
Anschluss an das GefalRsystem des Embryos und diehf@lutung. In mehreren
Experimenten (n=4) wurden HMS (15/€Multurflache), HMS-Medium und PBS auf
der CAM von zehn Tage alten Hihnerembryonen kelttviAls Kulturform fir die
Huhnerembryonen wurde die bereits bewahrte PertiuKgewahlt. Die Ergebnisse

der vier Experimente wurden zur Auswertung zusangeksst.
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Tag 10 Tag 11 Tag 12

i

Abbildung 56: Kultivierung von Herzmuskelsphéaroiden (HMS) auf der CAM ab Tag 10 der Bebriitung.
Oben: Verhalten der HMS zur verschiedenen Zeitpunkén der Entwicklung des Huhnerembryos. Unten:
Vaskularisierte HMS an Tag 11, 24 Stunden nach Auflingen (Links), an Tag 11 aus der CAM entnommen
und unter dem Mikroskop dokumentiert (Mitte) und H/ E gefarbte Kryoschnitt, 10 um dick (Rechts)

Die PBS- (n=16) und HMS-Medium (n=18) Kontrollenigten keine Reaktionen utber
den gesamten Zeitraum des Experimentes (Tag 10+ik8wiesen eine Uberlebensrate
an Tag 18 von 87,5 % (PBS) und 83,3 % (HMS-Mediau) Bei den HMS (n=35)

zeigte sich nach 24 Stunden bei 20 % der Perrydikent eine sichtbare Veranderung
der HMS (Abbildung 56). Einzelne Sphéroide zeigtete Verfarbungen und das
Einwachsen feinster Gefal3e. Dabei konnte bei 80e%ed Sphéaroide noch immer die
Kontraktilitat festgestellt werden. Bei einigen [Exgaren konnte sogar ein
rhythmisches Erscheinen und Verschwinden der roffiarbung beobachtet werden.
71,5 % der HMS-Kulturen mit diesen Veranderunganbsn in einem Zeitraum von 48
Stunden nach Auftreten der Veranderung. Die ré&thc28,5 % verendeten in den

darauf folgenden 24 Stunden. Kein Embryo mit deobbehteten Verdnderungen
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(Rotfarbung) der HMS erreichte Tag 15. Die Kultyrere keine rot gefarbten HMS
aufwiesen (n=28), zeigten eine Uberlebensrate Voh % an Tag 18.

Einige Proben wurden 24 Stunden nach ErscheinenRad#iérbung aus der CAM

entfernt und unter dem Mikroskop dokumentiert. Hiennte eine erhdhte Dichte von
BlutgefalRen in der CAM um die Spharoide und deretwkchsen in die Sphéroiden
bestatigt werden. Aus den Proben wurden Kryosahmitin 10 um Dicke angefertigt
und mit H/E gefarbt. In den gefarbten Schnittenriken BlutgefalRe auf der Oberflache,
aber auch im Innern der Sphéroide gefunden weBlesonders bemerkenswert hieran
ist die Tatsache, dass die Veradnderung der GetdfRstr ohne extern zugesetzte

Wachstumsfaktoren stattgefunden hat.
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4 Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Problem der \gbrdidkeit von Ersatzorganen und
Geweben zur Substitution von beschadigten odepnasrén Strukturen erlautert. Die
bekannten Ansatze, neben der Nutzung von Allotdansgten, wurden beschrieben und
auf ihre Erfolgsaussichten hin bewertet [28, 25,68 42, 9, 21, 80, 16, 71]. Es wurde
festgestellt, dass bereits erste wichtige Erfolgfedéesem Gebiet gemacht wurden, man
aber bisher bei der Generierung von dreidimensem@eweben keinen nennenswerten
Fortschritt erzielt hat. Die Hypothese, dass diaé die Versorgung der kinstlich
generierten Gewebe Uber freie Diffusion von Nalfsto zurtickzufihren ist, wurde
aufgestellt. Eine Mdglichkeit, diese Limitation zberwinden, wurde entwickelt und
untersucht. Das Modell des Huhnereies sollte génuezden, um diese Grenze des

Tissue Engineerings zu tberwinden. Daher stelitgnfelgende Fragen:

Sind die neu entwickelte In-ovo-Kulturform und Inkubatoren fir die
systematische Untersuchung von Zell- und Gewebekult im Modellsystem

Huhnerei geeignet?

Bereits seit der Antike wird die Embryonalentwiakipudes Huhns als Modellsystem fur
wissenschaftliche Zwecke verwendet [10]. Wegen eseiexponierten Entwicklung
aul3erhalb des Muttertieres und weiterer Eigensshaéirschien es als geeignetes
Modellsystem fur die experimentellen Arbeiten dieBessertation. Der erste Schritt
stellte die Etablierung eines Inkubationssystems d ureiner geeigneten
Kultivierungsform dar. Die kommerziell erhaltlichénkubatoren zur Bebriitung von
Huhnerembryonen (Abbildung 57, links) beschrankeh sn Wesentlichen darauf, die
klimatischen Grundvoraussetzungen fur die Bebritargitzustellen. Zu Beginn dieser
Arbeit waren Kkeine Inkubationssysteme fir die sgém Bedurfnisse der
wissenschatftlichen Forschung, wie eine automatesiBrokumentation, bekannt. Erst
gegen Ende der Arbeiten konnte mit dem ArgusCopt ein solcher Inkubator

ausfindig gemacht werden (Abbildung 57, rechts)erbii handelt es sich um ein
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Inkubationssystem mit Dokumentationsmaoglichkeits Derguscop® dhnelt in seinen
Funktionen dem im Rahmen dieser Arbeit entwickel@nfgebauten und evaluierten
Inkubator flr mehrere In-ovo-Kulturen. Allerdings der neu aufgebaute Inkubator den
kommerziell verfiigbaren deutlich iberlegen. Im Gegéz zum Arguscofiebietet er
mehr Platz (24 statt 9 Kulturen) und erlaubt nelblen gedffneten Bruteiern nach
Kunzi-Rapp [54] auch die Verwendung von anderenti¢tdrmen wie der ebenfalls
neu entwickelten optimierten Perry-Kultur mit Delsystem. Eine hohe Varianz an
Experimenten wie Begasungen mit unterschiedlicheno&phéren (z.B. Hypoxie und

Hyperoxie) sind ohne Anderungen durchfiihrbar.

318 m@m 65

mae
B = 0D

Abbildung 57: Kommerziell verfligbare Inkubatoren. Links: Standardmotorbrtiter Top Profi 300 der Firma J.
Hemel Brutgerate GmbH &Co. KG. Diese Inkubatoren emdglichen die Inkubation einer groRen Menge von
Eiern, bieten allerdings keine Moglichkeit der Dokunentation. Rechts: Arguscop&[4], der einzige, erst zum
Ende dieser Arbeit verflighare Inkubator, mit automatsierter Dokumentationsméglichkeit.

Fur den Inkubator der In-ovo-Kultur ist kein verglghares Produkt auf dem Markt

bekannt. Hier wurde der Fokus auf eine kompakteaBaulie hochauflésende Doku-

128



Diskussion

mentation und die Fahigkeit zur Manipulation geldy kein vergleichbares Konzept
bekannt ist, musste bei der Entwicklung Neulandebet werden. Dieses neue und
hochkomplexe System wurde erfolgreich aufgebaut evaluiert. Zusammen mit der
optimierten Perry-Kultur konnte so die Grundlagedie weiteren Untersuchungen ge-

legt werden.

Abbildung 58: Augendefekte bei Hihnerembryonen. Augndefekte, die nach dem Auftragen verschiedener
Klebstoffe auf die Schale von Bruteiern auftratenweisen auf eine negative Beeinflussung der embrydea
Entwicklung durch die chemischen Bestandteile des Kbstoffs hin.

Die Entwicklung der Deckelkonstruktionen mit ihrAntikondensationssystemen stellt
eine nicht unwesentliche Modifikation der Perry-ul dar, die fur eine qualitativ
hochwertige Dokumentation und Manipulation zwingewdwendig erschien. Die An-
bringung des Kleberinges an der Eischale war, wé@eEaperimente zeigten, ein beson-
ders heikler Schritt. In mehreren Publikationendist Schadigung des Hihnerembryos
durch die Einwirkung von Chemikalien beschriebeon.tdten insbesondere Augende-
fekte und Fehlbildungen auf [1, 53]. Unter der Behtung der kombinierten Kriterien
von Schlupfrate, Handhabung, Hartedauer, Klebeknadt Missbildungsquote hat sich
der fur die Verklebung von Operationswunden zugelas Gewebeklebstoff Histoac-
ryl” als optimal geeignet fiir die Verwendung nahe denbffo gezeigt. Das Auftreten

der Missbildungen (Abbildung 58) lasst sich mit déirtedauer erklaren. Durch die
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schnelle Aushartung verliert ein Klebstoff schrsgline chemische Reaktivitat und ist in
der ausgeharteten Form reaktionstrdge und unschadle schneller die Aushartung
verlauft, desto weniger Zeit verbleibt fur die Sdigiing des Embryos. Gerade in die-
sem Experiment lasst sich die Eignung fur ein Tex$&hren zur Beurteilung der terato-
genen Wirkung von chemischen Stoffen und Gemisenkennen. Wie gezeigt, bedarf
es hierbei nicht des direkten Kontaktes der Testamz mit dem Embryo, sondern das
Auftragen auf die Schale geniigte. Diese Methodel&@inen Kostenvorteil gegentber
etablierten Teratogenitatstests mit Ratte, Maus Krallenfrosch Kenopus laev)s

bringen, da die kostenintensive Tierhaltung ergfaliviirde [92].

Die Auswirkung von dauerhafter Beleuchtung und rida#beleuchtung, wie sie zur
automatisierten Dokumentation in den neuen Inkukatodtig ist, wurde von Tamimie
an geschlossenen Bruteiern untersucht [99]. Dahedevfestgestellt, dass beide Be-
leuchtungsarten die Uberlebensquote senken, alsidich auf die Entwicklung wir-
ken. Hierbei fallt die Wirkung der Dauerbeleuchtwstgrker als die der gepulsten Be-
leuchtung ins Gewicht. Diese Beobachtungen konimeder Perry-Kultur bestétigt
werden. Auch hier zeigte eine Dauerbeleuchtung stimde Reduktion der Uberlebens-
guote von 87,5 bzw. 77,7 % auf jeweils 50,0 %. Mér Beleuchtung im 20-
Minutenintervall scheint ein Schwellwert Ubersdert worden zu sein, bei dem keine
Absenkung der Quote und damit Schadigung des Embeyimlgt. Die Beleuchtung
kann Uber die friih entwickelten Augen einen Reigl@en, welcher an der selbststan-
digen Bewegung des Embryos erkennbar ist. Wirdedi®eiz zum Dauerreiz, ist es
wahrscheinlich, dass Stressreaktionen auftreteltheedas Absenken der Uberlebens-
guote begrinden.

Die Notwendigkeit des Wendens der In-ovo-Kulturén éine mdglichst hohe Uberle-
bensquote wurde oft beschrieben [37, 85, 78]. ONeadungen werden verschiedene
abnormale Entwicklungen, wie die Anderung der pkpischen Eigenschaften der
Amnion- und Allantoisfliissigkeit [85] oder das Veken des Embryos mit der Scha-
lenmembranen [37] beschrieben. New beschreibt diktion des Wendens darin, das
Anwachsen des Chorions an die Schalenhaute voi7 agverhindern. Dies erschwere

die Bildung der Flissigkeit unter dem Blastodermf3ardem soll dadurch die Nutzung
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des im Eiklar gespeicherten Wassers beeinflussiememwas sich negativ auf die Uber-
lebensrate auswirkt. Diese Einschatzungen stuteekrdiebnisse mit der Perry-Kultur.
Eine Verminderung der Uberlebensquote um 50 % dsickt mit den Ergebnissen der
angegebenen Quellen. Zu den Auswirkungen einetheghdNendegeschwindigkeit auf
die Entwicklung des Huhnerembryos konnte keineratte gefunden werden. Vermut-
lich bestand bisher kein Bedarf einer schnellen tdag. Die beobachtete schadigende
Wirkung von schnellen Wendebewegungen lasst sicmwiich auf die Beschadigung
der an die Schalenhdute anwachsenden CAM zurlekiltin eigenen Experimenten
konnte die Ablésung der CAM von den Schalenhduteehrbis Tag 12 relativ einfach
erfolgen, wobei kleinere Blutungen auftraten. Beckartigen Bewegungen konnen
hierbei auch gro3e Gefalie reil3en, was starke Rjatumerursacht. Neben den Gefal3en
der CAM ware auch eine Schadigung feiner embryon@kwebe eine Erklarung fur

das Absinken der Uberlebensquote.

Die Feststellung, dass der Vogelembryo von der Beweg des Eies wahrend der Emb-
ryogenese profitiert, kdnnte auch fur das Tissugittgering interessant sein. Eine me-
chanische Beanspruchung von sich entwickelnden Bewéndet sich bei fast allen
Embryonalentwicklungen. Es ist moglich, dass zuibmesten Zeitpunkten in der Ent-
wicklung von Organen und Geweben ein mechaniscleer Rcht nur forderlich, son-
dern auch notwendig ist. Wird der Mechanismus diédféektes, verstanden und auf die
In-vitro-Kultur angewendet, konnte dies dem Tis&ingineering weitere wichtige Im-

pulse geben.

Die Funktionalitat des neuen Deckelsystems, ingimbm@ der Antikondensationsme-
chanismen, stellt die Grundlage fur die Dokumeatasicher. Mit einer minimal not-

wendigen Temperatur von 36,5 °C wurde die Kondémssireiheit dauerhaft erhalten
und kein Anzeichen fir eine Schadigung der embrigm&ntwicklung erkannt. Ein

grof3er Vorteil gegentber der Perry-Kultur und aadegangigen Kultivierungsmetho-
den fiir Hihnerembryonen bietet die Manipulationeofifnung des Systems. Mit dem
Manipulationsdeckel ist dies méglich. Somit entfélherseits die manipulationsbeding-
te Pause in der Dokumentation und andererseits diekGefahr einer Kontamination

der Kultur. Wie bereits mehrmals erwahnt, ist dehl&pf von gesunden Kiken als
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Nachweis flr die Eignung von KulturgefaRen und lddionsparametern anzusehen.
Dieser Standard konnte mit dem Deckelsystem und bhbator fir eine In-ovo-

Kultur in allen Kombinationen (Deckel- und Antikogrisationssystem) erreicht werden.
Mit der erfolgreichen Durchfiihrung des Schlupfexpentes und der erfolgreichen
Nutzung der automatisierten Dokumentation kannlmlarbator als evaluiert angesehen

werden.

Die Tatsache, dass kein vergleichbares System hekstyp macht den Inkubator fir
eine In-ovo-Kultur einzigartig. Er erflllt alle geiten Anforderungen und erweitert
das Portfolio an Inkubationssystemen fir Hihneremarein vielseitiges und flexibles
Werkzeug. Die Aufzeichnung der Inkubationsparamsetevie die automatisierte Do-
kumentation erhéhen den Wert des Inkubators findstalisierte Anwendungsprotokol-
le. Ein Beispiel hierfir ware ein automatisiertde HCAM. Neben der Verwendung fur
Huhnereier ist mit minimalen Anderungen auch dietBinderer Eier z.B. Wachtel-
oder Enteneiern, ja sogar Reptilieneiern moglidberiso ist kein grof3er Aufwand no-
tig, den Inkubator fur Begasungsexperimente umzemabdine Begasung mit GGtellt

in der Konstruktion keine grof3e Herausforderungutat wirde somit die grundlegen-
de Fahigkeit zur klassischen In-vitro-Zellkultur v@ellen herstellen [89, 61]. Die
Wendemechanik wiirde den Inkubator neben der Kahivig adhérenter Zellen auch
zur Generierung von Spharoiden befahigen. Die imnkan dieser Arbeit entwickelten
und evaluierten Inkubatoren sowie das In-ovo-Kglistem mit Deckel erscheinen flr
die systematische Untersuchung von Zell- und Geludheen gut geeignet und er-

maoglichen Experimente mit dem Modell Hiihnerei anéen neuen Niveau.
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Wie gut ist das vollstandig kinstliche Kultivierungssystem fur Untersuchungen des
sich entwickelnden Huhnerembryos im Vergleich zu irder Literatur beschriebe-

nen vollstandig kinstlichen Kultivierungssystemen geignet?

Die verschieden lange Kultivierung von Vogelembmonn vollstandig kinstlichen
Kultivierungssystemen wurde bereits mehrfach besban [5, 33, 51, 52, 55]. Als Mo-
tivation hierfir wird der Schutz vom Aussterben itmdndler Arten oder die Verwendung
als biologisches Lab-on-a-chip-System aufgefuhiit. dlen in dieser Arbeit gewahlten
Ansatz, das Ei als Kultivierungsumgebung fur bidoges Material zu nutzen, findet
sich keine Beschreibung. Aktuell existiert fur déshn kein Kultivierungssystem, das
wie die Perry-Kultur, die gesamte Entwicklung inllstiindig kunstlicher Umgebung
ermoglicht [82]. Solche Systeme wirden, im FalleeeiNutzung des Hihnerembryos
im Tissue Engineering, eine definierte Umgebungheiseren Kontrollmoglichkeiten,

verglichen mit der nattrlichen Eierschale, darstell

Auerbach etablierte ein auf Kunststoffpetrischdleruhendes System, mit dem er eine
Kultivierung von Tag 3 bis maximal Tag 18 beschir¢Hj. Allerdings erreichen nur 30
% der Embryonen den Entwicklungstag 12 und ein mmateér Bruchteil den maximal
angegebenen Zeitpunkt von Tag 18. In eigenen EBxaten mit diesem System konn-
te nur eine maximale Entwicklung von 14 Tagen ehiewerden. Das von Dunn be-
schriebene Kultivierungssystem nutzt eine in eirt@estell aufgespannte Frischhaltefo-
lie als Kultivierungsgefal? [33]. Die mdgliche Kwittrung der Embryonen ist bis Tag
21 beschrieben. Die einzige bekannte Publikatiom,béhauptet, Vogelembryonen in
einem vollstandig kunstlichen System zum Schludirgeht zu haben, stammt von
Kamihira [51]. Sie beschreibt ein System, in welohé&/achtelembryonen in einer Tef-
lonmembran mit Kalziumzugabe und Sauerstoffbegaswumg Schlupf gebracht wur-
den. Haque konnte diese Ergebnisse nicht reprodgueid6]. Andere Quellen, denen
dies gelungen ist, sind nicht bekannt. Das von Kdnivaa beschriebene System besteht
aus einem halbrunden Kunststoffgefal3, das mit dhodie abgedeckt wird [52]. Die
Kultivierung von Huhnerembryonen in diesem Systenrde ausschliel3lich fir die
frihe Phase der Entwicklung (Tag 1-6) beschrieRas Kultivierungssystem von Lai
nutzt aus PDMS hergestellten Abglissen von Huhmrereikeren Wandstéarke bei 1-1,2
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cm liegt [55]. Eine maximale Kultivierung der Hulmambryonen ist mit Tag 17 be-

schrieben.

Bei der Eierschale, die das Inkubationsgefal3 denrNdarstellt, handelt es sich, entge-
gen der oft oberflachlichen Betrachtung, um einehkomplexe und in ihren Eigen-
schaften wohl definierte Struktur. Bei der Subsiiu dieser Struktur galt es, um die
vollstandige Entwicklung zu ermdglichen, mehreranl&ionen der Eierschale zu be-
ricksichtigen. Die zuerst genannte ist die Versoggmit Kalzium. Im frisch geschlupf-
ten Kuken sind durchschnittlich 26 g Kalzium vorflan, in Dotter und Eiklar eines
Bruteies hingegen nur 6,4 mg [35]. Die Versorgung Kalzium fir den Aufbau von
Knochen ist eine wichtige Funktion der Schale, aitem im spaten Entwicklungsstadi-
um des Embryos [34, 79]. Die Versorgung des sidtviekelnden Embryos mit Kalzi-
um aus dem Schalenmaterial stellt eine Limitierumgler Auswahl des Materials fur
eine kinstliche Schale dar. Diese Limitierung wuedelgreich durch die Zugabe einer
alternativen Kalziumquelle aufgehoben. Die Zufulgwon Kalzium Gber gemahlenes
Schalenpulver wurde von Schomann beschrieben [8d]die Verwendung von Kalzi-
umlaktat fand bei der Kultivierung von Wachteln Wamihira-System Anwendung
[51].

Der Grund, warum ein Schlupf aus einem vollstardigstlichen System in dieser Ar-
beit nicht gelang, ist wahrscheinlich nicht aufesidrsache zuriickzufiihren, sondern
vielschichtig. Einen negativen Einfluss der Kalzaugabe konnte erwartungsgemarl? im
Experiment ausgeschlossen werden. Obgleich diesBeeis dafur ist, das Kalzium-
mangel ein Grund fur das Absterben der Embryonemwisd dies fur sehr unwabhr-
scheinlich erachtet. Diese Vermutung stitzt sich alem auf der Untersuchung der
abgestorbenen Embryonen und den Vergleich dieseKomtrolltieren, wobei keine
Anzeichen einer mangelhaften Mineralisierung deodtren festgestellt werden konnte
[77].

Auch der Faktor Geometrie scheint nicht der Gruinddias Absterben der Embryonen
zu sein. Die Untersuchungen von Haque [46] sowgeree Beobachtungen haben ge-
zeigt, dass eine zu flache Geometrie wie etwa beiAdierbach-Kultur, vermehrt zu

Deformationen, vor allem der Beine, fuhrt [46]. Zteich wurden eine schwache Kon-
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stitution und Fehlpositionierungen der embryon&iedmalien beschrieben. In zylind-
rischen und eiférmigen Kulturbehéltern konnte dmsht beobachtet werden. Nach
Kawashima sollte der optimale Kulturbehélter fie é¢imbryonale Entwicklung des
Embryos in etwa dem entsprechenden Ei nachempfusdien[52]. Dieser Aussage

kann nach der Untersuchung verschiedener Geomeurggstimmt werden.

Die Adaptation des Kamihira-Systems auf das Huhgteesin enttauschendes Ergeb-
nis. Leider konnte nicht die gleiche Membran getieaterden, wie in der Originalverof-
fentlichung. Doch auch mit den beiden alternativembranen blieb das Ergebnis weit
hinter den Erwartungen zurtick. Die weiteste Entiicl wurde mit den 2-lagigen Si-
likonformen erzielt. Mit diesem System wurde einaximale Entwicklung bis Tag 21,5
erreicht. Eine Entwicklung bis zu diesem Zeitpuimkeinem komplett kiinstlichen Sys-
tem ist nur von Dunn beschrieben. Das verwendéie8iahnelt der Schalenmembran
im Punkt Hydrophobizitat sehr. Der Kontaktwinkelnvt17,2 ° liegt sehr nahe an dem
der Schalenmembran mit 129 °. Das Anwachsen der @AMiem kunstlichen Materi-
al scheint hierdurch erleichtert zu werden. Bis Té&gder Entwicklung verlauft das
Wachstum der CAM auf dem Silikon in einer ahnlicli@schwindigkeit (etwa 0,5-0,6
cm pro Tag) wie im Ei ab. Nach Tag 10 ist eine ®egsamung des Wachstums der
CAM zu beobachten. Dies und die daraus folgendedgarung der vollstandigen Be-
deckung der Innenseite des Silikonbehalters umTdage weisen auf einen Mangel der
Kulturform hin, der nicht auf die Oberflacheneigemaften zurickgefihrt werden
konnte, da eine Beschichtung der Oberflache keindeAung im Wachstumsverhalten
der CAM bewirkte.

Eine Verbesserung der Kultivierungsdauer in deik@iformen konnte mit der Zugabe
von Sauerstoff erreicht werden. Betrachtet man Skelierstoffaufnahme des Huh-
nerembryos, so stellt man fest, dass diese ab Tamimmt [84]. Die Méglichkeit in

allen getesteten Behéaltern Embryonen fur wenigee zagkultivieren, deutet darauf hin,
dass der Huhnerembryo in diesem frihen Zeitraummk&auerstoff bendtigt. Das
Themenfeld der embryonalen Atmung und des Gasagdtas im Ei wird von mehre-
ren Faktoren bestimmt. Der maximale Umfang des iStféiransports als auch der

Bedarf sind keine festen GrofRen, sondern veramslembeide im Laufe der Entwick-
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lung des Embryos. Der Sauerstoffbedarf des Emlbstgigt mit dessen Wachstum ste-
tig an. Die Zunahme des Bedarfs, die mit der geemess Aufnahme von Bruteiern
gleichgesetzt wird, steigt zwischen Tag 10 undtaksan (von 200 auf 500 mlxJag)
und erreicht an Tag 19 sein Maximum mit 600 miT@g [84]. Dieses Niveau wird bis
zur Umstellung auf die Lungenatmung beibehalten entspricht dem maximalen
Transportniveau, das durch die Flache der vollstaadsgebildeten CAM und der Po-
rositat der Eierschale begrenzt wird. Die porossrdehale mit ihren 30 um durchmes-
senden Poren [101] und ihren beiden fibrosen Sohaenbranen bilden eine sehr stark

strukturierte und definierte Barriere fur Gas utiisBigkeit.

Auch die Sauerstoffkapazitat des embryonalen Blugeandert sich im Laufe der Ent-
wicklung. Kann das embryonale Blut an Tag 10 deméaklung nur 8 cm Sauerstoff
/100 ml Blut aufnehmen, so steigt dieser Wert dutiehzunehmende Masse an Hamo-
globin im Blutkreislauf auf 13 c#100 ml an Tag 18 an [100].

Die Aufgabe, diese sich verandernden Eigenschafierolistandig kinstlichen System
abzubilden, wurde durch die Erhéhung der Sauekstoffentration in der Umgebungs-
luft zu 16sen versucht. Tatséchlich wirkte sich diegabe von Sauerstoff positiv auf die
maximale, aber auch auf die durchschnittliche UWierhsdauer aus. So konnte die ma-
ximale Entwicklungsdauer um 2,5 Tage, die durchgtiiwhe Entwicklungsdauer um
1,3 Tage verlangert werden. Die Wirkung des Sao#ssist vor allem im Zeitraum
zwischen dem 10. und dem 18. Tag zu vermuten, rdaweeitere Erhéhung des Sauer-
stoffs Uiber 36 % keine Verbesserung der Uberlebernsvbrachte. Entgegen der Mog-
lichkeit des Erstickens spricht das Ausbleiben Zganosen, subkutanen Odemen und
Blutungen im Kopf und Nackenbereich, welche als éolzen des Erstickens beschrie-
ben sind [77]. Die weitere Erhdhung der Sauerstofdentration kénnte sich zytoto-

xisch ausgewirkt haben, allerdings ist dies nue &ermutung.

Daher muss ein weiterer Effekt vorhanden sein,b@éeder Modifikation des Kultivie-
rungsgefal3es und / oder des Protokolls nicht berctakgt wurde. Verglichen mit den
anderen beschriebenen Systemen stellt sich dashiaickelte Kultivierungssystem
(2x Silikonform) hinsichtlich der maximalen Kultetungsdauer als mindestens gleich-

wertig zu den Systemen von Dunn und Kamihira da&m Orei anderen beschriebenen
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Systemen ist es Uberlegen. Vergleicht man die Byst@nhand der durchschnittlichen
Uberlebensquoten, so ist dies nur mit dem Auerbatesy moglich, da die restlichen
Quellen hierzu keine Zahlen nennen. Die Silikonfastnder Auerbachkultur in diesem
Punkt deutlich tberlegen. Beziiglich der Dokumeateteigenschaften ist die Silikon-
form den anderen Kulturen weit voraus, da sie di&ubnentation von fast allen Seiten
ermoglicht. Verglichen mit dem Kamihira-System welge 2x Silikonform eine deut-
lich geringere Durchlassigkeit fur Sauerstoff avhrend bei der Teflonmembran, die
Kamihira verwendete, bereits nach funf Minuten 8euerstoffkonzentration angegli-
chen war, dauerte dies bei der Silikonmembran ébvei Tage. Die Moglichkeit, dass
die hier verwendeten Kulturbehélter eine zu geriBgeerstoffpermeabilitat aufweisen,
kann letztendlich nicht ausgeschlossen werden, dachdies fur eher unwahrschein-
lich gehalten. Vielmehr wird die Teflonmembran vidamihira als zu durchlassig er-
achtet. Die Tatsache, dass der Schlupf nach Kaandait jener Vertffentlichung nicht
mehr wiederholt werden konnte, weder im Rahmenedidsbeit noch aus der Literatur
bekannt, bestarkt diese Einschéatzung. Es wird viatndass die Teflonmembran durch
eine zu hohe Durchlassigkeit fur gasformiges WasserAustrocknen des Embryos
beglnstigt und die Kamihira-Kultur so nicht durdiridar ist. Zusammenfassend kann
experimentell belegt die Behauptung aufgestelltderr dass das neu entwickelte und
getestete Kultivierungssystem das effektivste sefre und allen vergleichbaren Sys-
temen in punkto maximal mogliche und durchschohi Uberlebensdauer der Embry-

onen Uberlegen ist.

Welche Komponenten des Systems Huhnerei zeigen gudlagende Eignung zur

Kultivierung von Zellen und Geweben?

Die sehr unterschiedlichen Eigenschaften der Koraptam zwangen zur komponen-
tenweise Untersuchung sowie unterschiedlichen €dsifvwren. Zu Beginn wurden Zy-
totoxizitatstests (direkter Kontakttest, WST und®R der VM durchgefiihrt. Diese

zeigten keinen negativen Effekt auf die getest&iien. Diese Beobachtung bestétigte
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sich in den anschlieRenden Kultivierungsexperimenigne ausgepragte Asymmetrie
der VM konnte bei den REM-Aufnahmen festgestelltdea. Diese wurde sowohl im
Anwachsverhalten als auch bei der adipogenen Biffaerung festgestellt. Beide Sei-
ten der VM zeigten unterschiedliche Ergebnisse Bafrindet liegt diese Eigenschaft
wahrscheinlich in der physiologischen Aufgabe dévi.\Die Innenseite dient dem
Embryo in der frihen Phase der Entwicklung als Wslibstrat, wobei eine gute Adha-
sion der Zellen hilfreich ist. Fur die Kultivierungon Zellen ist diese Eigenschaft hin-
gegen nicht vorteilhaft, da zu kultivierende Zelleai der notwendigen Passage vor
Erreichen der Konfluenz langer (bis 30 Minuten irp&riment) den Verdauungsenzy-
men ausgesetzt sind. Die Aul3enseite der VM steljdgen die letzte Barriere fur ein-
dringende Kontaminationen vor dem Embryo dar untiesmdglichst wenig Moglich-
keit der Anhaftung und Durchdringung bieten. Bei deerwartet schnellen adipogenen
Differenzierung kénnten in der VM vorhandene Resia Dotter eine Rolle spielen.
Wahrend die hMSC in der In-vitro-Zellkultur die fdre Fettvesikel notwendigen Lipi-
de erst synthetisieren missen, kdnnten die au¥Mekultivierten hMSC auf bereits im
Dotter vorhandene Lipide zuriickgreifen, was sicleimem zeitlichen Vorsprung beim

Auftreten von Fettvesikeln aul3ert.

Die Kultivierung von Zellen unter direktem Kontakim Eiklar zeigte einen zytotoxi-
schen Effekt und schliel3t es damit als ungeeiganeKaltivierung von Zellen aus. Im
Eiklar kommt z.B. Lysozym vor, das Polysacchariée loakteriellen Zellwand angreift
und dessen Wirkung schon lange bekannt ist [5H.d8Bnlicher Effekt wurde, bei den
im Experiment kultivierten Zellen vermutet und baobtet. Ahnliche Ergebnisse zeig-
ten sich bei der Kultivierung von L929-Zellen imektem Kontakt zum Dotter. Sowohl

Dotter als auch Eiklar eignen sich daher nichtkauitivierung von Zellen.

Entgegen der Resultate im direkten Kontakt ist Kiidtivierung von Zellen auf dem
Dotter moglich. Anwachsverhalten, Abloseverhalt&ujtivierbarkeit und adipogene
Differenzierbarkeit zeigten &hnliche Ergebnisse die Versuche mit der VM. Ein ir-
gendwie gearteter Effekt des Dotters auf die Zdilikan konnte nicht festgestellt wer-
den. Eine Diffusion von Bestandteilen des Dottdysridie VM, die den zellschadigen-

den Effekt der direkten Kontaktierung bewirkt, kterexperimentell nicht bestatigt
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werden. Die VM scheint fur die Bestandteile dest&stimpermeabel zu sein. Ebenso
wie die VM ist auch der Dotter als Kultursubstréat tlie Kultivierung von Zellen ge-

eignet.

Die Allantois in ihrer Funktion als Sammelbehéligér Stoffwechselendprodukte impli-
zierte bereits im Vorfeld der Experimente die Ungeetheit zur Zellkultur. Eine deut-
liche Reduktion der FDA gefarbten CHO im direkteonkakttest bestatigte die Vermu-
tungen. In WST und BrdU-Tests sowie Kultivierungsuehen wurde diese Erwartung
ebenfalls bestétigt. Eine konzentrationsabhangeglussung der Stoffwechselaktivi-
tat wurde im WST-Test festgestellt. Je hoher di@zémtration der Allantoisfliissigkeit
in der Mediums-/Allantoisflissigkeits-Mischung walesto héher war auch der auftre-
tende Effekt. Unerwartet zeigte sich die Zellpmigtion im BrdU von der Konzentrati-
on unbeeinflusst. Eine Erklarung hierflr konntezeitverzogerten Auftreten des zell-
schadigenden Effektes liegen, der sich erst na¢hStdnden, dem Zeitraum der Mes-
sung, bemerkbar machte. Die Mdglichkeit in die Altas injizierte Zellen und
Sphéaroide (in 1 ml Kulturmedium) noch 2-3 Tage duokatieren zu kdnnen, ist eben-
falls bemerkenswert, erwartete man doch ein sabmelbsterben durch den Einfluss
der Allantoisflussigkeit. Erklarbar erscheint die®gefund damit, dass das Verhéltnis
Medium zu Allantoisflissigkeit in den Injektionsgechen weiter auf der Seite des Me-
diums gelegen haben mag als abgeschatzt. Bei dpafation der Allantoisfliissigkeit
wurde im Durchschnitt eine Menge von 0,8 ml entn@nnDaraus wurde mit einem in
der Allantois verbleibendem Rest ein Gesamtvolur@am 1l ml abgeschéatzt, in das die
Zellen injiziert wurden und einem Verhaltnis von B0Allantoisflissigkeit entspricht.
Wenn das Gesamtvolumen aber geringer ware, etweal),®trde sich das Verhéltnis
zu 44,4 % Allantoisflissigkeit verschieben, washdim WST als positiv erwiesen hat.
Auf Grund dieser Befunde muss die Eignung der Adlenfir die Kultivierung von

Zellen verneint werden.

Ahnlich der Allantois bildet das Amnion einen fligeeitsgefiillten Hohlraum mit einer
physiologischen Aufgabe. Diese besteht im Schut Elmbryos vor StéRen. Da sich
der Embryo in direktem Kontakt zur Amnionflissigkentwickelt, wurde hier von kei-

nem zelltoxischen Effekt ausgegangen. Uberrasclstelite sich jedoch ein solcher
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Effekt bei der 14 tagigen Kultivierung von CHO-Z£#l1l mit Amnionflissigkeit und der

anschlielBenden L/T-Farbung heraus. Dieser zeigteisi einer deutlichen Reduktion

der Anzahl FDA gefarbten Zellen. Auch die weite@yiotoxizitatstests und Kultivie-

rungsversuche bestatigten diesen Befund. Interessaise ergab der mit der Amnion-
flissigkeit durchgefuhrte BrdU-Test keinen konzatbdnsabhangigen Effekt. Der be-
reits weiter oben erwédhnte Erklarungsversuch, dasgoxische Effekt sich erst nach
einem langeren Zeitraum auf die Proliferation adsywkann auch in diesem Fall zur
Anwendung gebracht werden. An dieser Stelle muss abch in Betracht gezogen
werden, dass die durch die Kultivierung der Zellemnion- und Allantoisflissigkeit

hervorgerufenen Effekte nicht durch den BrdU-Asahgebildet werden kdnnen. Das
der festgestellte zellschadigende Effekt von eleterversorgung mit Nahrstoffen her-
rahrt, kann durch die In-vitro-Kultivierung, bei desgelmalig ein Mediumswechsel
stattfand, verneint werden. Die Zellen des Embnyissen tUber einen Mechanismus
verfiigen, der sie vor einem schadigenden EffekiitzthDiese Erkenntnis ist sehr Uber-
raschend, da sie unerwartet auftrat. Zur Kultivigrvon Fremdzellen ist das Amnion

ebenso wie die Allantois nicht geeignet.

Fur die Untersuchung der CAM auf ihre Eignung zehkultur konnte nur auf Kulti-
vierungsexperimente zurtickgegriffen werden. DiezNog der CAM etwa zur Kulti-
vierung von Tumoren [75] oder von Fremdgeweben [88%t eine Kompatibilitat zur
Zellkultur vermuten. Die Kultivierung von CHO im @éneschwamm war problemlos
Uber acht Tage ohne Mediumswechsel mdglich. Eirsteant deutliches GFP-Signal der
Einzelzellen sowie der Spharoide bestéarkte diedbid@tzung der Eignung der CAM als

geeignetes Zellkultursubstrat.

Von den sechs getesteten Komponenten des Hiuhné@es sich nur zwei, die VM
und die CAM, als geeignet erwiesen. Nur auf der Wb der CAM erscheint eine lan-
gerfristige Kultivierung von Zellen und Geweben ricig Von den beiden Strukturen
erscheint die CAM zum Anschluss eines Gewebes an Rlatgefal3system, dem
Schlusselexperiment dieser Arbeit, wiederum begseignet, da sie Uber Blutgefale in

raumlicher Nahe zum kultivierten Material verfugt.
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Eignet sich das System Huhnerei fur die Generierungon Geweben im Tissue En-

gineering?

Die wissenschaftliche Nutzung der CAM beschrankh diast ausschlief3lich auf die
Nutzung fur Irritationstests [62] und die Tumorkukrung [75]. In dieser Arbeit stehen
allerdings die Kultivierung von Zellen und Gewelsmwie das Wachstum von Blutge-
falken im Vordergrund. Nur sehr vereinzelt kbnnemwzu Veroéffentlichungen gefunden
werden [6]. Ein wichtiger Punkt, der die Eignung @AM zur Vaskularisierung von

Geweben neben den durchgefihrten Kultivierungséxgeten unterstreicht, ist die

Immuntoleranz des Hihnerembryos [96].

Der Anschluss der Herzmuskelsphéaroide (HMS) anGefil3system des Hihneremb-
ryos konnte bereits nach 24 Stunden Kultivierung lderzmuskelsphéaroide erreicht

werden, was einer Wachstumsgeschwindigkeit dergBféfie von mindestens 0,125
mm pro Stunde entspricht. Der Erhalt der Eigenkaktiton von 80 % der angeschlosse-
nen Spharoide ist, ebenso wie das Auftauchen emen Farbung in den HMS als posi-
tiv zu bewerten da sie auf den Anschluss an daaffsgstem hindeuten. Der Nachweis
von BlutgefalRen in den Spharoiden, vor allem aleB&obachtung des rhythmischen
Erscheinens und Verschwindens der roten Farbungibigien Spharoiden, soll hier als
Nachweis der grundlegenden Eignung des SystemsAnathluss von Fremdgeweben
an das BlutgefaRsystem dienen. Die geringe Ubersslzaier der Embryonen muss als
Interaktion des Fremdgewebes mit dem Hiuhnerembeystanden werden, was auch
auf den Anschluss an das Gefalsystem des Embmydsutet. Da eine Beeinflussung
durch das Kultivierungsmedium ausgeschlossen wustleJiese Vermutung nahelie-

gend und wahrscheinlich. Erklaren lasst sich die&lwberlebenszeit der Embryonen
mit angeschlossenen HMS durch einen schadigendektEder von den HMS ausgeht.

Vorstellbar ware eine Storung des Taktes des emhafga Herzens durch die taktge-
benden Zellen des HMS. Sollte die selbststandigdiwéung zum Fremdgewebe bei
anderen Modellgeweben nicht stattfinden, bestemamnoch die Moglichkeit diese

durch die Zugabe von Wachstumsfaktoren anzuregen.

Neben dem Anschluss eines Gewebes an das Blutgstéaffsdes Embryos konnte die

Eignung zur Co-Kultivierung von Saugetier- und Héirellen festgestellt werden. Die-

141



Diskussion

se Moglichkeit zur Co-Kultur wurde in mehreren litr@- und In-vivo-Experimenten
gezeigt. Sie bildet eine wichtige Voraussetzungdigr Generierung von Organen und
Geweben, da eine Inkompatibilitat der beiden Zp#ty dem gesamten Ansatz die
Grundlage entziehen wirde. Die hohe Immuntoleraae ldihnerembryos dirfte der
Hauptgrund fur die Kompatibilitat zu fremden Zelldfin weiterer Faktor ist die maxi-
male Nutzungsdauer des Modellsystems Huhnerei.a&fe,Tvon denen nur etwa 8 zur
Kultivierung genutzt werden kdnnen, sind fur dien&eerung eines vollstandigen Ge-
webes oder sogar Organs viel zu wenig. Grundshtbésteht natirlich die Ubertrag-
barkeit der Ergebnisse auf andere Spezies mit tan@grutdauer. So waren die experi-
mentellen Arbeiten dieser Dissertation etwa auchdem Modellsystem der Straule
durchfuhrbar gewesen. Die Verlangerung dieser Nugzdauer ware neben dem Wech-
sel des Modells eine zielfiihrende Mdglichkeit. Merzogerung der Entwicklung unter
Erhalt der lebenswichtigen Funktionen des Embryoshd Absenkung der Inkubations-
temperatur wurde hier untersucht. Im Perry-Systeharg eine Retardierung der Ent-
wicklung um bis zu zwei Tage. Ein erfolgreicher gt konnte mit diesen Embryonen
allerdings nicht mehr durchgefuhrt werden, da siesehwach fir den kraftraubenden
Schlupf waren. Fur eine Gewebekultur auf der CAMeéeuget eine verlangerte Kultur-
zeit um zwei Tage eine Verlangerung der Nutzungsdam 25 %. Ausreichend fir die
Generierung groRerer Gewebe oder gar Organe istedageitem noch nicht. Hier muss
bei einer weiteren Verfolgung des Ansatzes die Madkeit eines Transfers in ein wei-
teres Ei Uberprift werden. Beide Wege, die Nutzeings anderen Modellsystems so-
wie die Nutzung mehrere Embryonen nacheinandeeiiseh die Moglichkeit zu bieten,
einem an das Gefal3system angeschlossenen Gewelsitdia ausreichendem Wachs-
tum zu ermdglichen. Die Retardierung der embryaon&atwicklung durch Absenken

der Inkubationstemperatur kdnnte hierbei ebenfaliseich sein.

Ausblick

Nach abschlieRender Beurteilung der experimentNampnen und der Literatur ent-
nommenen Daten kann die Machbarkeit des AnsatzsediArbeit bestatigt werden.
Die nachsten Schritte waren der Anschluss einesatuwngsbezogenen Modellgewe-

bes an das Gefal3system und dessen Kultivierungi.ifstedieser Schritt erfolgreich
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durchgefuhrt, ware die Stabilisierung der embryenaUberlebensquote notwendig.
Denn nur wenn das angeschlossene Gewebe und deydcthbe maximal mogliche
Wachstumszeit erreichen, kann die Kultivierung ldffedurchgefiihrt werden. Der fol-
gende Schritt musste eine Verpflanzung dieses Gesveihd den erneuten Anschluss an
eine Versorgungsquelle, sei es ein weiterer Emioger eine kinstliche Pumpe, dar-
stellen. Als groRtes Hemmnis wird hierbei nicht tieerfiihrung an sich, sondern der
erneute Anschluss an ein GefaRsystem angeseheraceGroRRe der Blutgefalie im
kultivierten Gewebe kdnnte eine gefalichirurgischisung des Problems maoglich sein.
Mit diesem Schritt ware die Limitation der indiviellen Kultivierungsdauer des Huh-

nerembryos tUberwunden.
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Anhang

6 Anhang

Inkubatoren fur In-ovo-/In-vitro-Kulturen des Hihne rembryos

Im Folgenden sind Detailansichten der im Rahmesedi@rbeit entwickelten und eva-

luierten Inkubatoren dargestellt.

Abbildung 59: Schnittzeichnung des Inkubators fir éne In-ovo-Kultur. Links: Mit In-ovo-Kultur und Mani -
pulationsdeckel. Als Deckelheizung findet die ITO-Wierstandsheizung Anwendung. Rechts: Mit In-ovo-
Kultur und Dokumentationsdeckel. Als Deckelheizundindet die Warmluftgeblase-Heizung Anwendung
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Anhang

Abbildung 60: Detailansicht des Inkubators fur biszu 24 In-ovo-Kulturen. Links: Frontalaufnahme des Inku-
bators mit Binokular zur Dokumentation der Kulturen . Rechts: Schemazeichnung des Inkubators mit zuséatz
licher Bewegungsachse am z-Trieb des Binokulars fittie automatische Fokussierung
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