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Prof. Minuth iGber seine revolutionédre Zellkultur-Technik

Erster Schritt auf dem Weg
zur kunstlichen Leber

Hochdifferenzierte Zellen gedéihen unter fast natiirlichen Wachstumsbedingungen -
In Perfusionskammern wachsen Ko-Kulturen diverser Zellen miteinander

Nach Ansicht eines Regensburger Anatomen wurde seit Jahr-
zehnten die ,Lebensqualitat“ von Zellen in Kultur und damit die
Aussagekraft von Zellversuchen stréflich vernachlassigt: Dem
hat Professor Dr. rer. nat. Will W. Minuth, Direktor des Anatomi-
schen Instituts der Universitiat Regensburg, mit einer von ihm er-
fundenen Kulturmethode abgeholfen. Taglich erlebt der Wissen-
schaftler, daB unter den weitgehend natirlichen Wachstumsbe-
dingungen auch hochdifferenzierte Zellen prachtig gedeihen.
Seine ,speziellen Freunde" zeitigen bisher nicht fiir méglich ge-
haltene Ergebnisse. Kiinftig wird man in der Lage sein, den Zell-
stoffwechsel automatisch ,,on line“ zu registrieren und Pharma-
ka ohne Tierversuche zu priifen. Fir ARZTLICHE PRAXIS hat
Dr. med. Lothar Reinbacher den Erfinder besucht.

AP: Herr Professor Minuth, Ihre
sensationell anmutende Erfindung,
die Sie - quasi als Handelsvertreter in
Sachen Wissenschaft - aui der BIO-
TECHNICA '91 in Hannover vorge-
stellt haben, verleitet zu der Frage:
Wann bauen Sie die erste kiinstliche
Leber?

Minuth: Jetzt - wenn Sie wollen.
Dazu mub ich Thnen zuerst erkldren,
warum die Simulation eines differen-
zierten Organgewebes mit den seit et-
wa 50 Jahren gebrauchlichen Metho-
den nicht gelingen kann. Zellen wer-
den meist in Petrischalen aus Plastik
gehalten, in denen sie sich schwim-
mend vermehren, oder sie werden auf
einer undurchlassigen Unterlage zum
Anhaften gebracht.

Die klassischen Methoden sind fiir
die Vermehrung der meisten konti-
nuierlichen Zellinien, mit denen heute
in zellbiologischen Labors gearbeitet
wird, gut geeignet. Und da die trans-
formierten Zellen gut wachsen, be-
stand fiir viele Wissenschaftler wenig
Anreiz, sich iiber bessere Techniken
den Kopf zu zerbrechen.

AP: Was ist bei Threm Verfahren so
anders?

Minuth: Unsere spezifischen Organ-
zellen wachsen auf extrem dinnen,
fingernagelgroBen Tragerscheibchen,
die wir Minusheets nennen. Diese
konnen aus organspezifischem, Basal-
membran-dhnlichem Material beste-
hen, also entweder aus beliebigen bio-
vertraglichen Kunststoffen oder aus
organischen Hautchen oder Faszien.
Die ringformige Halterung der Minu-
sheets gestattet es, daB sich die Zell-
unterlagen in speziellen Kulturbehal-
tern wie Miinzen in Form von Geldrol-

99 Auf extrem diinnen Triiger-
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len stapeln lassen und dennoch eine
kleine Distanz zum Nachbarscheib-
chen halten.

Die Scheibchen werden in den Kul-
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seines Zellzichtungssystems
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turbehdltern permanent und kontrol-
lierbar von Nahrflissigkeit umspiilt.
Dabei werden Stoffwechselprodukte
weggeschwemmt, Zundchst aber ge-
ben wir unseren Zellen in einer klassi-
schen Kulturschale Gelegenheit, sich
auf den Scheibchen anzuheften.

AP: Wie viele solcher Scheibchen
koénnen Sie iliber- oder nebeneinan-
derschichten?

Minuth: Momentan bis zu 24 Mi-
nusheets. Der Bau grobBerer Perfu-
sionskammern ist ohne weiteres mog-
lich. Bedeutsam ist, daf wir in den
Perfusionskammern Ko-Kulturen von
unterschiedlichen Zellentypen zusam-
menstellen kénnen — und damit kom-
men wir auf das Modell einer , kiinst-
lichen Leber” zu sprechen:

Ich markiere, um dies sichtbar zu
machen, einige Scheibchen mit den
Buchstaben E fiir Endothelzellen aus

BlutgefdBen, L fiir Leberparenchym-
zellen und K fiir Kupffer-Zellen und
stecke sie mit einer Pinzette binnen
Sekunden in die dafiir vorgesehenen
Vertiefungen der Perfusionskammer,
In der Reihenfolge ELK ELK ELK ELK
besitze ich nun eine Batterie von drei
unterschiedlichen, funktionstiichtigen
Zellen aus der Leber.

AP: Wiirden diese drei Zelltypen
geniigen, um wenigstens fiir kurze
Zeit die Entgiftungsfunktion einer
geschidigten Leber iibernehmen zu
kénnen?

Minuth: Biotechnologisch miifite das
ohne weiteres machbar sein, wenn die
Perfusionskammern geniigend grof
dimensioniert sind. Allerdings sollten
wir zuerst einmal mit Experimenten
beginnen und die Ergebnisse abwar-
ten, da unsere experimentelle Er-
kenntnis hier endet,

Ich kenne zum Beispiel nur wenige
Arbeiten Giber Endothelzellen, die un-
ter Durchflufibedingungen geziichtet

990\ {ir drei unterschiedlichen,
Jfunktionstiichtigen Zelltypen
aus der Leber kdnnte man
die Entgiftungsfunktion einer
geschédigten Leber ohne
weiteres iibernehmen, wenn die
Perfusionskammern geniigend
grof} dimensioniert sind. 66

e

wurden, ich kenne so gut wie keine
Arbeiten iiber Leber- oder Kupffer-
Zellen, die unter Perfusionsbedingun-
gen gehalten wurden. Unsere Metho-
de wird ein leichtes experimentelles
Arbeiten unter solchen Bedingungen
erméglichen. Die drei erwahnten Zell-
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arten wiirden geniigen, um mit einem
solchen Lebermodell toxikologische
Untersuchungen zu starten.

AP: Haben Sie bereits praktische
Versuche in dieser Richtung unter-
nommen?

Minuth: Unsere hervorragenden Er-
fahrungen mit Nierenzellen geben uns
die GewibBheit, daB mit Hilfe unserer
Technik auch Leberzellen iiber viele
Wochen voll funktionstiichtig bleiben
wiirden. Lichtmikroskopische und
elektronenmikroskopische Bilder vom
Sammelrohrepithel der Niere zeigen,
dab die Epithelzellen bereits verschie-
dene Funktionen iibernommen haben.
Das laBt sich auch immunhistoche-
misch nachweisen. Wir arbeiten schon
seit langer Zeit mit Nierenzellen und
stellen jetzt mit Freude fest, daB wir
etwas geschafft haben, was bisher
nicht moglich war.

AP: Wie lange leben die Nierenzel-
len in der Perfusionskammer?

Minuth: 30 bis 50 Tage. Schon nach
kurzer Zeit vermehren sie sich nicht
mehr und unterliegen einer Kontakt-
Inhibierung. Das heiBt, sie nehmen

denselben Zustand an wie im Organ,
sie verhalten sich ruhig und gehen so-
zusagen ihrer Arbeit nach. Sie lgsen
sich weder von der Unterlage ab noch
wuchern sie, wie das bei der konven-
tionellen Zellziichtung héufig der Fall
ist.

AP: Sie sagten, der Stoffwechsel
der Zellen lieBe sich registrieren. Wie
hat man sich das vorzustellen?

Minuth: Wir verfiigen iiber spezielle
Gradienten-Perfusionsgehduse, die
aus zwel Kammern bestehen, von de-
nen jede einen ZufluB- und einen Ab-
fluBschlauch besitzt. Die Minusheets
bilden die Kammertrennwand. So
konnen die Kulturzellen von beiden
Seiten mit verschiedenen Perfusions-
lésungen bespiilt werden - zum Bei-
spiel mit hypo- und hypertonischer
Lésung; denkbar ist auch die Gabe
von Hormonen nur von einer Seite.
Um etwa die Nierensituation zu simu-
lieren, wiirde man beispielsweise die
eine Seite der kultivierten Zellen mit
Serum-haltigem Medium, die andere
mit einer Harnstoff-Losung bespiilen.
Das Effluat kann man dann sammeln
und analysieren.

Perfusionskammer mit den 3 unterschiedlichen Zelltypen E, L und K (,,Leber®)

AP: Welche Perfusionslosung und
welche Mengen sind dabei im Spiel?

Minuth: Es handelt sich um eine
verbesserte Ringerldsung mit Salzen,
Aminosduren, Zucker und Stoffen, die
das Zellwachstum beeinflussen. Die
stiindlichen Perfusionsraten liegen bei
0,5 ml, Unsere Kammern bieten einen
weiteren Vorteil: Man kann die
Schlduche mit winzigen Sensoren be-
sticken und nun quantitative und
qualitative DurchfluBmessungen vor-
nehmen, Mit den Sensoren kann man
Verdanderungen des pH-Wertes sowie
Na-, K- und Ca-lonen ermitteln. Die
Werte konnen on line abgelesen und
kontinuierlich in einen Personal-Com-
puter abgespeichert werden.

AP: Wire das nicht ein héchst inter-
essanter Aspekl fiir die Priiffung von
pharmazeutischen Wirkstoffen?

Minuth: Gewil. Man kann pharma-
kologische und toxikologische Wir-
kungen meines Erachtens an einem
klar definierten Zelltyp viel besser un-
tersuchen als am Tier. Am gesamten
Nierenorgan wiére es nicht méglich,
eine derart exakte Information zu be-
kommen, weil man es dort mit minde-
stens 25 verschiedenen Zelltypen zu
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tun hat und nicht feststellen kann, was
der eine und was der andere reguliert
und wie die Zellen interagieren.

AP: Wie groB war die Resonanz in
Hannover?

Minuth: Relativ gering bei den ein-
geladenen Gésten, unerwartet groB
bei dem vorbeiflieBenden Publikum.
Wir hatten viele Wochen vor der BIO-
TECHNICA mehr als 1200 Prospekte
an Institutionen und Firmen ver-
schickt. Drei oder vier Pharmafirmen
versprachen, einen Abgesandten zu
schicken; ob sie am Stand waren, weil}
ich nicht.

AP: IInd die Tierschiitzer?

Minuth: Die dem Bundesgesund-
heitsamt angeschlossene ,Zentralstel-
le zur Erfassung und Bewertung von
Ergdnzungs- und Ersatzmethoden
zum Tierversuch”, kurz: ZEBET, hat
unsere Unterlagen ,zu den Akten ge-



nommen” und will bei entsprechen-
den Anfragen auf unser Zellkultursy-
stem verweisen, Forschungsmittel aus
dem Ministerium flir Forschung und
Technologie stehen - obwohl wir sie
schon vor zwei Jahren beantragt ha-
ben - nicht zur Verfiigung.

AP: Eigentlich miite doch die von
den Tierversuchsgegnern unter Be-
schufi genommene Pharmaindustrie
die sich bietende Moglichkeit, prazi-
se Pharmatests an optimierten Zell-
kulturen vornehmen zu konnen, einer
niheren Priifung unterziehen. Was
wiirde das denn kosten?

Minuth: Die Weiterentwicklung un-
seres Zellkultur-Verfahrens bis hin zur
Marktreife wiirde wohl mit ein oder
zwel Millionen Mark realisierbar sein.
Dazu bedrfte es einer Firma, die Bio-
reaktoren in entsprechender Grifie
bauen und Plastikartikel herstellen
kann. Wéahrend fir samtliche klassi-
schen Zellkultur-Methoden Einwegar-
tikel genligen, benutzen wir wieder-
verwendbares Material, dessen Her-
stellung gewisse Schwierigkeiten be-
reitet,

AP: Sind Sie so miillbewuht?

Minuth: Das ist nicht das primare
Problem. Die bei der klassischen Zell-
kultur-Technik iiblichen Gerétschaf-
ten sind entweder gas- oder strahlen-
sterilisiert und zum Wegwerfen be-

Zellkultur-Perfusors

stimmt. Labors, die mit unserem Sy-
stem arbeiten wollen, miissen in der
Lage sein, die Minusheets und Perfu-
sionskammern vor jeder Beschickung
mit Zellen zu sterilisieren. Nur Auto-
kiaven sind erschwinglich und an-
wendungsfreundlich.

Géngige transparente Kunststoffe
halten jedoch eine Temperatur von
130°C nicht ohne weiteres aus — we-
der beim SpritzguBverfahren noch bei
der Hitzesterilisation. Es gibt zwar
thermobestindige Kunststoffe, aber
deren FlieBeigenschaften sind anders
als die der bisher verwendeten Stoffe.
Offenbar hat die herstellende Indu-
strie noch zu wenig Erfahrung mit
transparenten und thermostabilen
Kunststoffen.

AP: Was wiirde ein Versuch kosten?

Minuth: Eine SpritzguBform kostet
etwa 15000 bis 30 000 Mark. Die Indu-
strie will sich nicht mit solchen kon-
struktiven Problemen herumschlagen.
Die Hersteller von Laborartikeln ma-
chen mit den heute verfiigharen Ein-
weg-Labormaterialien einen sicheren
Umsatz und scheuen Experimente,
Diese sollen wir vornehmen,

AP: Und dazu fehlt Thnen das Kapi-
tal und die Zeit.

Minuth: Ich hatte auf diesem Sektor
nicht mit derartig vielen Hemmnissen
gerechnet. Es reicht heute nicht aus,

Die von der Regensburger Arbeitsgruppe Minuth entwickelte Laborversion des

ein Patent zu schreiben und nach zwei
Jahren mit viel Mithen durchzusetzen.
Der Erfinder mull auBerdem Prototy-
pen bauen und zeigen, dal die neue
Methode funktioniert. Diese Phasen
sind finanziell ganz schwer durchzu-
stehen.

Die Deutsche Forschungsgemein-
schaft (DFG) hat uns geférdert, die
Universitdt Regensburg hat uns unter-
stiitzt. Ich habe das Bundesministe-
rium fiir Forschung und Technologie
und die Humboldt-Stiftung um For-
schungsgelder gebeten — ohne Erfolg.
Jetzt haben wir einen Antrag beim
«Geldsofort-Programm neue Werk-
stoffe” des Freistaates Bayern gestellt:
Wir wollen thermostabile Kunststoffe
auf ihre Eignung fir die Biotechnolo-
gie untersuchen.

AP: Kann man die kleinen Ringe
nicht stanzen?

Minuth: Dann sind sie nicht paB-
genau genug.

AP: Wer hat den Messestand in
Hannover bezahlt?

Minuth: Der Freistaat Bayern und
die Landesgewerbeanstalt haben uns
zu dieser Messe eingeladen. Das
Bayersche Staatsministerium fiir Wirt-
schaft und Verkehr fordert den Tech-
nologietransfer von den Universitaten
zur Wirtschaft und unterstiitzt Koope-
rationen, besonders in den industriell
wenig erschlossenen Randgebieten
des Freistaates.

AP: Wenn sich Wissenschaftler bei
Thnen melden und das Kultursystem
erproben wollen — miissen Sie die
wegschicken?

Minuth: Keineswegs. Wir in unse-
rem Institut bleiben auf alle Fille bei
dem Minusheet-System, weil es fiir
unsere Arbeit einen unverzichtbaren
Fortschritt bedeutet. Ernsthafte Inter-
essenten, die mit diesem System ar-
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beiten wollen, bekommen von uns das
erforderliche Wissen und die notwen-
digen Geratschaften,

AP: In den handgefertigten Prézi-
sionsartikeln steckt viel Geld. Wer
hat das bezahit?

Minuth: Das sind private Gelder.
Bisher habe ich mehrere hunderttau-
send Mark in das Projekt gesteckt.

AP: HeiBt das - aus der eigenen
Schatulle?

Minuth: Ja, wir haben unsere Spar-
biicher gepliindert, und meine Frau
hat zusétzlich eine Menge Geld zuge-
schossen, weil sie von dem System
iberzeugt ist. - Das war ein grofes
Opfer. Aber man muB zur richtigen
Zeit am richtigen Ort investieren.

Sonderdrucke kiinnen angeforderl werden bei Prof.
Dr, rer. nal. Will W, Minuth, Direktor des Anatomi-
schen Instituls der Universitit Regensburg, Univer-
sitatsstralie 31, W-8400 Regensburg.
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