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INTERZELLULARE KOMMUNIKATION IN OREIOIMENSIONAL WACHSENOEN 
MULTIZELL-SPHAROIOEN 

EIN ZELLKULTURMOOELL ZUR VERRINGERUNG VON TIERVERSUCHEN. 

Oieter F. Hü}ser, Thomas Bräuner und Franz ßrümmer 

Abt. Biophysik, Biologisches Inst., Universität Stuttgart 
Ulmer Str. 227, 7000 Stuttgart 60 

Tiere erreichen stets ihre artspezifische Größe und 

Gestalt. Sie mag zwar von Individuum zu Individuum etwas 
\'sriieren, ihr Bauplan ist jedoch genetisch festgelegt. Woher 
wissen aber eInzelne Zellen, daß die programmierte räumliche 

Ordnung und die Funktionsfähigkeit des von ihnen gebildeten 
Organs oder Gewebes erreicht ist und daß sie sich nur bei 

Bedarf wieder zu teilen haben? Eine der Möglichkeiten für eine 
Informationsübermittlung ist die direkte Kommunikation von 

Zelle zu Zelle über enge Kanäle. Diese interzelluläre Kopplung 

läßt mannigfachen Informationsaustausch zu, wobei die 

Geschwindigkeit der Nachrichtenübermittlung von der Diffusions­

fähigkeit der signa I tragenden Moleküle abhängt. 
Schon für die frOheste Embryonalentwicklung ist dieses 

Informationssystem nachgewiesen worden. Bel den meisten Arten 
findet man es nach der dritten Teilung des befruchteten Eies, 

wenn erst acht Zellen vorhanden sind (5). In späteren 

EntwiCklungsstadien ermöglicht 

und den sich heranbildenden 

die Kopplung zwischen Oottersack 
spezialisierten Organen eine 
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interzelluläre lIIährstoffversorgung (11). eine Aufgabe, die 
schließl ich vom Blutkreislauf übernommen wird. Während der 

Ilifferenzierung von Zellen zu einem Gewebe oder Organ 
entkoppeln sich diese \ 'on den umgebenden undifferenzierten 
Zellen. Im VOllständig ausdifferenzierten Zustand sind die 
Zellen eines 
gekoppelt, 
lIIotwendigkeit 

Organs nur dann 
wenn dazu eine 

besteht. Diese 

ständig über 
funktionelle 

ist für den 

diese Kanäle 
physiologische 
koordinierten 

Herzschlag genauso gegeben wie fOr die Peristaltik des Darmes 
oder die gez ie I te HormonausschOt tung ,'on Drüsenze lien. lIIach 
mechanischen Verletzungen oder Einwirkungen von zel1-

schädigenden Substanzen antworten die gesunden Zellen mit 
gezielten Teilungen, die den Zellverlust wieder ausgleichen . 
Auch diese Information über das Ausmaß der notwendigen Gewebe­

oder Organergänzung gelangt über gezieltes Offnen der Zell­
zu-Zell-Kanäle äußerst fein abgestimmt zu den teilungsfähigen 
Zellen. 

Iliese Kanäle sind in den Membranen der koppelnden Zellen 
verankert und überbrücken den dazwischenliegenden 
(14). Jede der beteiligten Zellen steuert so zur 
In den Kontaktsteilen einen Halbkanal (Connexon) 

engen Spalt 
Kanalbildung 

bel, der an 

sein GegenstÜCk In der anderen Zelle binden muß (6). Unsere 
hochauflösenden elektrophysiologischen Untersuchungen an 
Zellkulturen haben ergeben, daß die Connexone jedoch erst 
öffnen, wenn mehrere zu einer sogenannten gap junction in der 
Membran aggregiert sind (8). 

Am Beispiel dieser direkten Interzellulären Kommunikation 
konnten wir zeigen, daß in zweidimensional wachsenden 

Zellkulturen auch die in Tieren gefundenen Strukturen der gap 
junctions ausgebildet werden, ohne daß die Oblichen Funktionen 
geleistet werden . SObald die Zellen' jedoch mit einem 
Züchtungstrick dazu gebracht werden, dreidimensional wachsende 

Zellaggregate zu formen, lassen sich an Ihnen auch wieder 
Regulationsleistungen und Organisationsmerkmale nachweisen, wie 

man sie vom intakten Organismus her kennt . 
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Diese Multlzell-Sphärolde zeigen das gleiche histologische 
Bild wie kleine Tumol"'knötchen und sind wie diese durch das 
Auftreten von zentralen Nekrosen charakterisIert. An solchen 
Modelltumoren konnten wir einen Zusammenhang zwischen der 
Strahlenresistenz von Tumorzellen und ihrem Kopplungsverhalten 
nachweisen (1). niese Ergebnisse führten zu klinischen 
Versuchen, bel denen vor der Bestrahlung von Tumorpatienten die 
wirksame minimale Strohlendasis durch Kommunikationsmessungen 
an Tumorbiopsien ermittelt wurden (2). Messungen der 
5trahlenresistenz der entsprechenden Tumore nach Trans-

plantation in Nacktmäuse können 80 entfallen. 
Ergänzend zu diesen Experimenten untersuchen wir jetzt den 

Zusammenhang zwischen Invasivität 
Fähigkeit zur Interzellulären 

von Tumorze lIen und 
Kommunikation mit 

konfrontierten Gewebe. Dies kann nicht mehr ausschließlich 

ihrer 
dem 
mit 

MultizelI-Sphäroiden aus permanent wachsenden Zellinien 
durchgefOhrt werden, da ein 
Zellen sich nicht mehr 

Zielgewebe benötigt wird, dessen 
teilen (prOliferieren). SOlche 

nicht-proliferierenden Multlzell-Sphäroide kann man aus neun 
Tage lang bebrOteten HOhnereiern gewinnen. 

Messung der interzellulären Kommunikation in Zellkulturen 

Mit Hilfe feinster Mikropipetten - aus Glaskapillaren vor 
dem Versuch frIsch gezogen und mit einem fluoreszIerenden 
Farbstoff gefOllt - gelingt es, in eine Zelle der Kultur eine 
zellfremde Substanz zu injizieren. Die so aUfgezwungenen 
-Botenmoleküle- machen die interzelluläre Kommunikation direkt 
sichtbar, wie in Abb.l mit einer Monoisyer-Kultur von 

BICR!M1R-k Zellen (Brusttumor der weiblichen Marshall Ratte, 
(12)) gezeigt Ist. Die Ausläufer der Zellen und Ihre 
Kontaktsteilen mit Nachbarzellen sind Im Pha8enkontra8t 
deutlich auszumachen. Dieselben Zellen sind im Fluoreszenzbild 
zu sehen, zwei Minuten nachdem in die hell strahlende Zelle der 
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Abb. 1: Monola ye r-Kultur ~on ßICR/MIR -k leIten . 
Oben: Phasenkontrast-AuFnahme . Unte n: F luoreszenz-Aufnahme 
der se Ihe n Stell e . I)er in die he ll st r ahle n de Ze ll e inji-
7 ierte Fluoreszenzfarhstoff hat s i c h über gap-junction - Kanäle 
i n die anqek oppelten Ze ll en ausgebreitet. Maß stab: 30 IJm 
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Farbstoff Lucifer yellow (Molekulargewicht 
worden ist. Oie Farbstoffmoleküle sind in 

diffundiert, die direkt oder über andere 
Injizierten Zelle in Kontakt stehen. 

Eine andere Möglichkeit. Interzelluläre 
nachzuweisen. Ist mit elektrolytgefüllten 

457) injiziert 
alle Zellen 

Zellen mit der 

Kommunikation 
Mikropipetten 

gegeben, die dem Membranpotential einer Zelle ein kleines 
Stromsignal aufprägen. Es kann nach 

junctlons mit dem Membranpotential 
abgeleitet werden (Abb.2). Aus 

Ourchgang durCh die gap 
benachbarter Zellen wieder 

dem Vergleich 
Signalamplituden läßt sich der Kopplungsgrad der 
zahlenmößig erfassen. niese elektrophysiologischen 
erlauben eine weitere Charakterisierung der Zellen: 

der 
Zellen 

Messungen 

man kann 
ihre Membranpotentiale und ihre Membranwiderstände messen. 

Während man ziemlich sicher weiß, daß die Art des Signals 

zwischen Herzzellen ein elektrisCher Impuls ist (Abb.3), kann 

man über die Natur des Signals zwischen Zellen in anderen 

Organen im Moment nur spekulieren. Einige Ionen und Moleküle, 

wie Calciumionen und cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP). 
für die bereits eine Botenfunktion innerhalb der Zelle 

nachgewiesen wurde, scheinen die Offnung und Schließung der 

Poren zu beeinflussen. so daß sie eher al8 signal steuernde 
Moleküle in Frage kommen. 

Elektronenmikroskopische Darstellung der Zell-zu-Zell-Kanäle 

Gap junctions können in den Zellmembranen benachbarter 

Zellen im Elektronenmikroskop eindeutig sichtbar gemacht 

werden. Nach strukturerhaltender Fixierung in Glutardlaldehyd 
werden die Zellen über eine aufsteigende Alkoholreihe in 

POlyester (Epon) überführt, polymerisiert und mit einem 

Ultramikrotom etwa 60 nm (1 nm = 1 millionstel Millimeter) dünn 

geschnitten. Oie mit Uran-, Blei- oder lanthansalzen 

kontrastierten Membranen der Zellen lassen sich auf solchen 
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Abb. 2: Ein Intr.zellulär 
injizierter rechteckiger 
fitrompuls (unten) führt zu 
Membranpotentialänderungen 
In gekoppelten BICR/MIR-k 
Zellen (Mitte und oben). 0 •• 
Verhältnis der Potential­
amplituden Ist ein Maß für 
den Gr.d der Kopplung. 
Horizontaler Maßstab: 10 ms 
Vertikaler M.ßst.b: 50 mV 

bzw. 20 nA 



· . 
· i · . • , . .... ~, " 

- 109 _ 

'V 
_I 

Abb. 3: Aktionspotentiale 
abgeleitet 8U8 benachbarten 
embryonalen Hühnerherz 
Zellen in Kultur: natürliche 
elektrische Signale, die 
durch gap-junction- Kanäle 
weitergeleitet we rden. 
Hor i zonta ler Maßstab: 1 sec 
Vertikaler Maßstab: 5 mV 
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Schnitten im Elektronenmikroskop deutlich erkennen und heben 
die Kontaktsteilen zwischen den Zellen deutlich hervor, wie in 

Abb . 4 dargestellt ist. 
Mit einer anderen Präparations technik der 

Gefrierbruch-Methode lossen sich größere Abdrücke von 

Zellmembranen herstellen. Nach raschem Einfrieren in 
Propan bei annähernd -190 oe bricht man die 

flüssigem 
Zellen im 

Hochvakuum noch im tiefgefrorenen Zustand auseinander. Als 

vorteilhaft für Membranuntersuchungen erweist sIch 

Tatsache, daß bei tiefgefrorenen Zellen 

dabei die 
die Lipid-

doppelschicht ihrer Membranen als Sollbruchstelle wirkt. Daher 
verlaufen die Bruchflächen in den meisten fällen innerhalb der 
Zellmembranen, von denen dann durch Aufdampfen von Platin und 
Kohle ein Abdruck hergestellt wird. Ein solcher Abdruck zweier 
benachbarter Membranen mit einer charakteristischen gap 
junction ist in Abb.4 zu sehen. Der innere Kanal, der eine 

Zelle mit der Nachbarzelle verbindet, hat nur etwa 1,5 nm 
lichte Weite und Ist mit diesem Abbildungsverfahren nicht 
aufzulösen. 

Aufgrund von elektronenmikroskopischen, biochemischen und 

elektrophysiologischen UnterSUChungen an Zellkulturen kennt man 

heute viele Details der Poren. So wird ihre Länge mit 15 nm 

angegeben (14) und ihre chemische Zusammensetzung als 
hexagonale 
von e twa 

Anordnung von Polypeptiden eines 
26 000 beschrieben (7, 18). Für 

Molekulargewichts 

ihre maximale 

Leitfähigkeit ergeben sich etwa 330 pS (16), was einen 

interzellulären Transport von Partikeln bis zu einem Molekular­

gewicht von etwa 1000 zuläßt (3). Allerdings scheinen die 
Zellen in Monolayer-Kultur nicht über die gap-junction-Kanäle 

regulieren zu können: unabhängig von der Dichte des Zellrasens 

oder dem Alter der Zellen in Kultur bleiben diese Zellen im 
Monolayer stets gekoppelt . Ganz anders stellt sich die 

Situation jedoch bei dreidimensionaler Zellaggregation dar. 
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Abb . 4: Elektrone nmikrosk op i sche Aufnahmen der gap -junc tion­
Struktur bena c hbart e r ST CR/ M1R-k Ze ll e n. 
Ob e n: nünns c tlnitt, Lanthan-Kontrast i e run g . Maß sta h: 0 , 05 pm 
Unten: Ge fri e rhru c h-Abdru c k. Maßstab: 0,25 IJm 
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Züchtung von Multizell-Sphäroiden 

Dreidimensional wachsende Multizell-Sphäroide wurden von 
der Heidelbergerin A. Schleich im Jahre 1967 als knötchen­
förmige Modelitumore in die Krebsforschung eingeführt (15). Mit 
dieser Art der Zellzüchtung steht ein KUltursystem von recht 
hoher Komplexität zur Verfügung, mit dem die Verhältnisse im 
Tier wesentlich besser angenähert werden können als mit den 
zweidimensional wachsenden Monolayer-Kulturen. 

Oie Züchtung von Multizell-Sphäroiden beginnt mit der 
Aussast von etwa einer Million Einzelzellen in 
Plastik-Petrischalen (eakterienschalen mit 9 cm Durchmesser), 
dIe das AnwaChsen der Zellen sm · Schalenboden verhindern. Je 

nach Wachstumsverhalten der Zellen haben sich innerhalb drei 
bis fünf Tagen durch Aggregation und Zellteilung zahlreiche 
Zellklümpchen gebildet, die in Rührflaschen überführt werden. 
Oas ständige Rühren mit 180 

gewährleistet auch im serumarmen 
Umdrehungen 

Medium 
pro 

eine 

Minute 
optimale 

Versorgung der Zellen unter normalen Zuchtbedingungen wie 
Temperaturkonstanz bei 37°C, Begasung mit CO2 zur 
pH-Regulierung und hoher Luftfeuchtigkeit zur Verhinderung der 
Mediumverdunstung. So bilden sich bald kugelförmige 
Zellaggregate unterschiedlicher Größe aus, die über 
SIebkaskaden nach VOlumen getrennt werden. Oamlt stehen uns 
ROhrkulturen mit einheitlich großen Multizell-Sphäroiden zur 
verfügung, die wir bis zu 20 Tage in Kultur wachsen lassen. Ein 
drei Tage alter Multizell-Sphäroid aus BICR/M1R-k Zellen ist in 
Abb.5 mit einer rasterelektronenmikroskop ischen Aufnahme 
dargestellt; zum Vergleich sind die gleichen Zellen als 
Monolayer _it der selben Aufnahmetechnik abgebildet. 

Um Aussagen Ober das Verhalten der Multizell-Sphäroide bei 
Konfrontation mit normalen Zellen machen zu können, ist eine 

genaue Kenntnis der Wachstumseigenschaften unerläßlich. So 
zeigt Abb.6 beispielsweise die Volumenzunahme und den 
pH-Ver lauf in einer Mult i ze ll-Sphäroi d Kul tur von BICR/M1R-k 



- 11 J -

Abb. 5: Rastere l ektronenmikrosko pi sche Aufnahm e der 
A I C R/~lR-k Ze ll en als zweidimensionale Monolayer - Kultur 
(oben, Maß s tab: 10 11m ) und a l s dreidimensionaler \lultizell­
Sphäroid (unten, Maßstab: 50 !-Im ) . 
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Abb . 6: Vo lum e nzuna hme der BICR/MIR-k Multizell - Sph är oirte und 
pH- Änd e rung Ober den se Ihen Ze itraum . 
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Zellen. Außerdem haben wir auch für Zellen von Hirntumoren der 
Ratte (BT5C, BT3C1, C6). \'on einem Zer\'l)(karzlnom des Menschen 
(Hela), \'on einem lungentumor der Maus (EMT6/Ro), \'on normalen 
Fibroblasten der Maus und des Hamsters (l, 3T3, BHK-F, B14 F28) 
und von primärem Nerven- und Herzgewebe die Kulturbedingungen 

für ein optimales Wachstum zu dreidimensionalen 
Multlzell-Sphärolden ermittelt. 

Auch wenn Zellen jahrelang nur in Monolayer-Kultur 
gehalten worden 

deutl ich die 

sind, bilden sie 

histologische 
im MultizellSphäroid wieder 

Ordnung aus, die ihrem 

Ursprungsgewebe oder -organ entspricht. So ordnen sich die HelB 
Zellen, die schon 1952 in Kultur überführt worden sind (4), an 
der Sphäroidoberfläche wieder epithelartig an (Abb.7). Dadurch 
sind die im 
Zellen von 

Inneren des HeLs 

einer optimalen 
Multizell-Sphäroids 

Versorgung durch das 

liegenden 

Medium 
ausgeschlossen, was durch die fehlende interzelluläre Kopplung 

über die gap junctions noch verstärkt wird. Daher findet man in 
Multizell-Sphäroiden ungekoppelter Zellen schon zentrale 
Nekrosen, wenn der Sphäroiddurchmesser noch relativ gering ist 
(0,4 mm fOr Hela Zellen). Die gut gekoppelten BICR/M1R-k Zellen 
sind dagegen als Multizell-Sphäroid so locker gepackt, wie es 

für die selben Zellen als 
worden Ist (13). Hier tritt 

transplantabler Tumor beschrieben 
die Nekrosenbildung erst bei einem 

Sphäroiddurchmesser von etwa 1 mm auf (Abb.8). 
Elektronenmikroskopische DOnnschnitte durch Hela 

Multizell-Sphäroide lassen den epithelartigen Charakter der 

äußeren Zellschicht erkennen, der 
Schlußleisten (tlght junctlons) 

durch die 

noch 

charakteristischen 
unterstrichen wird 

(Abb.7). Beim Multizell-Sphäroid der BICR/M1R-k Zellen ist 
hingegen eine lockere Anordnung der Zellen auch an der äußeren 

Zeilschicht zu beobachten (Abb.B), die sich in das Innere 
fortsetzt. Zwischen diesen Zellen sind stets gap junctions 

nachweisbar, nicht aber die zwischen den HeLa Zellen gefundenen 

tlght junctlons. 
Interessanterweise ist im Multizell-Sphäroid von Zellen, 

die in der Lage sind, interzelluläre Kommunikation über gap 
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Ab h. 7: Scllnitt durCh e i ne n HeLa Mu l t i ze ll-Sphäroid . Oie 
l ichtmikroskopische Auf nahm e (oben) zeigt d i e di c ht e fi uß e r e 
Packung der 7e l l en und die ze ntral e Nekrose bei e inem sec h s 
Tage a l ten Multizell-Sphäroid. Maß stab: 20 ~m 
Oi e e l ekt ron enm ikr oS k opische Aufna hme ( un te n ) \oerdeutl icht 
den ep i thelartit']cn Cha rakter der Ze l l e n. Maß stab: 2,5 !-Im 
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8: Schn itt durc h e ine n ßICR / MIR-k \fulti ze ll-Sphär o i d . 
Oi e I i c h tm i kr oskopische Aufnahme (O hen) 7Ci"t rlie l ockere 
Pac kun g der Ze ll e n und di e zentral e Nekrose be i einem zwan7in 
Tage a l ten Mu l t i ze l l - Sph är oi d. Maßstah; JOO pm 
nie e l ektronenm ikros kop i sche AuFnahme ( unt en) zeigt gap 
j u n ct i o n~ i n der äußeren Ze ll schi cht. \l aßstab: 2,5 pm 
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junctions auszubilden, der Kopplungsgrad nicht konstant. In 
Abhängigkeit vom Versorgungsstatus der Zellen reduzieren die 
gap junctlons ihre totale leitfähigkeit so stark, daß immer 
weniger MolekiBe mit hohem Molekulargewicht Interzellulär 
ausgetauscht werden, bis schließlich eine völlige Abkopplung 
der Zellen untereinander erreicht wird (9). Entkoppelnde 
Substanzen oder Eingriffe in den vermuteten Regelkreis der 
Kanal-Offnungs- und -Schließungsmechanismen wurden bereits 
beschrieben. Unsere Versuche an Monolayer-Kulturen oder 
Multizell-Sphäroiden zeigen, daß diese Substanzen zwar 
entkoppeln, jedoch sterben die ~elsten Zellen nach einer 
solchen Behandlung ab (Tab.l). 

Konfrontation unterschiedlicher Multlzell-Sphäroide 

Um das Verhai ten von Ze lIen verseh iedener Herkunf t be im 

Aufeinandertreffen unter dreidimensionalen Wachstums­

bedingungen zu untersuchen, haben wir drei unterschiedliche 
Kulturansätze getestet. Beginnt mon bereits bei der Aussaat von 
Einzelzellen In Bakterienschalen mit einem Zellgemisch, dann 
entmischen sich die Zellen in den meisten Fällen binnen weniger 

Stunden, und es bilden sIch SphärOide, die beispielsweise im 
Inneren Hela Zellen enthalten und deren Mantel von BICR/MIR-k 
Zellen gebildet wird. läßt man zunächst SphärOide von einer 
Zellinie heranwachsen und gibt dann eine Einzelzell-Suspension 
hinzu, erhält man eine ähnliche Anordung. 

Das Im histologischen Schnitt vermeintlich invasi\'e 
Verhalten einiger Zellen erweist siCh jedoch bel genaue rem 
Hinsehen als nicht-in~asive Zellteilung, wie am Beispiel der 
Abb.9 erläutert wird. Hier waren Zellen eines lungentumors der 

Maus (EMT6/Ro) als Multizell-Sphäroid mit einer 
Einzelzellsuspension der BICR/MIR-k Zellen konfrontiert worden. 
Beide Zellen haben eine ähnliche Verdopplungszeit und sind In 
Monolayer-Kokultur miteinander gekoppelt . Wenn kein Eindringen 
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Abh. 9 : Konfr ontati on e ines EMT6/Ro Mu l ti ze ll - Sph ä r o i d s mi t 
At CR/\I1 R-k 7e ll en . Oe r nac h dr e i T age n atJ!:; gebi Idete 
Zc l lpfr opf i s t auf äh n l i c lle Zc ll te i l ungsrat c n zurü c k zuf ühr en 
u no ni c tl t mi t e in e r Im· a s i o n zu ve rwec h se l n . Maßs t a b: 30 pm 
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(Inv •• ion) de .. BICR/M1R-k Zellen möglich ist, d.nn legen sie 
ih .. e neugebildeten Zellen .n den Rand des EMT6/Ro 
Multizell-Sphä .. oides .n . Gleichzeitig teilen sich .be ... uch die 
EMT6/Ro Zellen, so d.ß n.ch einigen T.gen zw.ngsläuflg de .. 
• bgeblldete keilfö .. mige G .. enzl.uf zwischen den belden Zellinien 
entsteht . Es h.t sich .lso ein Pf .. opf sus f .. emden Zellen In 
einem Multlzell-Sphä .. old gebildet, w.s nicht mit eine .. Invasion 
verwechselt werden sollte. 

Vom nicht-inv.siven Ve .. h.lten de .. Zellen in Kultu.. muß 
aber nicht notwendigerwelse auf ein Fehlen der 
Inv8sionsfähigkeit im lebenden Organismus geschlossen werden. 
Oies könnte nämlich .uch .uf die fehlende ext .. azellulä .. e Mat .. ix 
des Zielgewebes zu"ückzufüh .. en sein (17). Diese Mat .. ix die 
sogenannte Glycokalix - ist ein GerOst von membrangebundenen 
Glycop .. oteinen und Glycolipiden, das fO .. die Zel1e .. kennung und 
-.nhaftung eine Rolle spielt und bei Zellen In Kultu .. ve .. ände .. t 
sein kann. 

Man stößt hier also an eine Grenze der 
möglichkeiten mit pe .. m.nent in Kultu.. wachsenden 
Technik de .. Sphä .. oid-Kultu .. ermögliCht abe .. , die 

Untersuchungs­
Zellen. Oie 

Versuche mit 
einer e .. heblich ve .. ringe .. ten Tlerz.hl .uszuführen als dies bel 
reinen in-,.ivo-Versuchen de .. Fall wäre . Allerdings muß auch 
hierbei d .... uf ge.chtet we .. den, daß die Unterschiede in de .. 
Wachstumsr.te der beteiligten Zellen und Gewebe möglichst hoch 
sind. So erwiesen sich z.B. primäre Nervenzellkulturen (vergI. 
den Beitrag von Reuss, Wienrich und Harting in diesem Heft) in 

unserem System als ungeeignet, obwohl die Nervenzellen kaum 
proliferieren. 088 umgebende Gliagewebe wächst unter unseren 
Kulturbedingungen dafür um so stärker, so daß nicht mit 
erfolgreichen Experimenten gerechnet werden konnte. 

Ein wesentlich besserer Ansatz zur Aufklärung der 

zellulären Wechselwirkungen bei der Invasion von 

normales Gewebe ist dagegen die Verwendung von 
8US emb .. yon.lem HÜhne .. herz (10). N.ch 9 T.gen 

K .. ebszellen In 
Zell.ggreg.ten 
im Brutkasten 

wurden die bebrüteten Hühnereier geöffnet, unter sterilen 
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Bedingungen die Herzen entnommen und unter mikroskopIscher 
Kontrolle in quaderförmige Stückchen (Seltenlänge ca. 0,4 mo) 

zerteilt. Sie werden wIe Multizell-Sphäroide in der RÜhrflasche 

gehalten, wo sie sich binnen eines Tages zu Sphäroiden 

Weise lassen sich mehr als abkugeln. Auf diese 

Multizell-Sphärolde aus einem Hühnerei gewinnen. 
20 

Als 
wenige 

Unter 

Wundheilung wachsen unter 

FIbroblasten auf der 

unseren Kulturbedingungen nur 
Sphäroidoberfläche aus. 

mikroskopischer Kontrolle wird ein Herz-Sphäroid mit eine~ 

Multizell-Sphäroid der zu testenden Zellen In engen Kontakt 

gebracht und für unterschiedlich lange Zeiten gemeinsam 
kultivIert. Das ErgebnIs eIner fünftägigen gemeinsamen 

Inkubation von HeLa Multizell-Sphäroiden mit Herzfragmenten ist 
in Abb.l0 zu sehen, wo die HeLa Zellen tief in das Herzgewebe 
eingedrungen sind und dort auch noch weiter proliferieren. 

HIermIt haben wir dIe Funktionsfähigkeit unseres 

dreidimensionalen Zellkultursystems so erweitert, daß wir nicht 
nur Toxizitäts- und ResistenzprOfungen, sondern auch noch 
komplexere Zusammenhänge wie zelluläre Wechselwirkungen bei der 
Tumorinvasion oder während der Entwicklung und Differenzierung 
gezielt untersuchen können. Die Anzahl der Tierexperimente, die 
durch Verwendung der Multizell-Sphäroide eingespart werden 

kann, läßt sich daher auch schätzungsweise nicht angeben. 

Wir danken Frau lnge Metzger und Frau Beete Rehkopf für ihre 
eins8tzfreudige teChnische Assistenz. 
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I\hh . 10 : Konfro nt a ti o n e ines lliihnc rh e l~ L- Sph ä ro i fl s mi l HeLn 
7e ll e n . \Ja r. h fiinf Taq en sinn di e malifJn en Hel a l e l l ~ n sr. tw n 
\\ c it in da s He r7qc IH!h e e ingedrunqc n ( Pfe i Je) lind t c i Je n s i ch 
dort " e it e r . \t n" sta b: fiO :Jm 
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