Das Zauberwort hei3t “Minusheet”

Epithelzellen brauchen “natiirliche” Wachstumsbedingungen

Als Alternative zum Tierexperiment kénnen heute viele Teilfunktionen
von Organen mit Zellkulturen untersucht werden - vorausgesetzt,
diese Kulturen wachsen unter méglichst natiirlichen Bedingungen
und weisen einen entsprechend hohen Differenzierungsgrad auf. In
dieser Hinsicht sind insbesondere Primérkulturen von Epithelien
besonders anspruchsvoll. Sie gedeihen in den herkémmlichen
Plastikschalen mit gelegentiichem Mediumwechsel eher schlecht als
recht. Ein Regensburger Anatomieprofessor sann auf Abhilfe und
brachte vor zwei Jahren die “Minusheets” auf den Markt: einfach
konstruierte Scheibchen, auf denen Epithelien auBerordentlich gut

wachsen.

Eigentlich besteht ein “Minusheet” von
Prof. Will Minuth nur aus einem flachen
Scheibchen mit einer konzentrischen
Halterung, in die ganz individuell
Tragermaterial zur optimalen
Differenzierung fiir die Zellen ein-
gespannt werden kann. Mit einem
Durchmesser von 13 mm passen die
kleinen Scheiben in gidngige
. Kulturschalen und bieten den aufihnen
ausgesditen Zellen zundchst einen ver-
besserten Kulturschalenboden. Die
wiederverwendbaren Minusheets eig-
nen sich aber auch fir Perfusions-
kulturen (Abb.3), bei denen das
Medium die Zellkultur permanent
durchstrémt und Stoffwechselprodukte
kontinuierlich abgefiihrt werden. AuBer-
dem kénnen in einer Gradienten-
perfusionskammer die wachsenden
Zellen von beiden Seiten mit ganz un-
terschiedlichen Medien versorgt wer-
den, wobei der fiir die Niere charakte-
ristische luminale und basale Salz- und
Flissigkeitsgradient simuliert werden
kann. Uber die vielfaltigen Anwen-
dungsmdglichkeiten der Minusheets ist
mehrfach ausfiihrlich berichtet worden
(s. Literaturhinweise). Hier sollen erste
Ergebnisse vorgestellt werden, die mit
Hilfe der Minusheet-Technik an
Nierenzellen gewonnen wurden (Minuth
etal.;1992).

Nierenepithelien wachsen hiufig we-
der auf impermeablen noch .auf
semipermeablen Béden  von
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Gewebekulturschalen oder Filtern in
befriedigender Dichte und Zell-
differenzierung. Sie entdifferenzieren
zudem schnell und eignen sich dann
nicht mehr flr weitergehende Untersu-
chungen. W. Minuth legte zunachst eine
Vorkultur der renalen Zellen an. Auch
dafir eignen sich die Minusheets: Dln-
ne Capsula-fibrosa-Hautchen der Nie-
re von neugeborenen New Zealand-
Kaninchen werden in die Minusheet -
Halterung eingelegt und in 24-well
Gewebekulturplatten kultiviert. Binnen
24 Stunden bildet sich ein einschichtiges
und polar differenziertes Sammel-
rohrepithel aus. Jeweils sechs dieser

“zellhaltigen” Minusheets kommen jetzt
in eine Perfusionskammer und werden
kontinuiertich Gber 13 Tage mit einem
geeigneten Medium perfundiert.

Neben einem antibiotikahaltigen
Kontrolimedium wurden Aldosteron-,
Vasopressin- bzw. Insulin-haltige
Medien getestet. 14 Tage nach Anset-
zen der Kultur wurden die Zellen fixiert
und histologisch untersucht. Bei
Epithelzellkulturen, die mit hormonfrei-
em Medium versorgt worden waren,
bildete sich nur ein einziger Zelltyp aus
-dhnlich wie bei konventionell gezlich-
teten Zellen. Mindestens zwei Zelitypen
konnten dagegen identifiziert werden,
wenn das Medium einen Hormonzusatz
enthielt. Besonders die Zugabe von
Aldosteron férderte die Differenzierung
in helle “principal cells” und dunkle
“intercalated cells” - beide Zelltypen
finden sich auch im Sammelrohr von
Nieren. Auch morphologisch glich das
Nierenepithel mit seinen kubisch ge-
formten Zellen ganz der In-vivo-Situati-
on. Wurden drei Hormone - wie z.B.

Abb. 3: Perfusionskammern fir Minusheets in unterschiedlichen GréRen



Aldosteron, Vasopressin und Insulin -
dem Medium zugegeben, betrug der
Anteil der dunkel gefarbten Zellen 90%.
Sie konnten nach spezieller Anférbung
als B-Zelltyp der “intercalated cells”
identifiziert werden. Unter dem
Elektronenmikroskop lieBen sich ihre
charakteristische Struktur und die typi-
sche Konzentration von vielen
Mitochondrien im apikalen Zellbereich
erkennen. Unter konventionellen Be-
dingungen war es bisher nicht gelun-
gen, aus embryonalen Epithelien der
renalen Sammelrohrampulle Zellen mit
vergleichbar hohem Differenzierungs-
grad zu ziichten

Zellkulturen “on line”

In einem neu entwickelten “Perfusions-
Bioreaktor” kbnnen Verdnderungen an
den Zellen elektronisch registriert und
mit dem Computer ausgegewertet wer-
den. Die Zellen missen zwar nach wie
vor gehegt und gepflegt werden, aber
auch das wird zunehmend einfacher.
Medienzu- und -abfuhr Gbernimmt der
Bioreaktor, der gleich mehrere
Perfusionskammern aufnehmen kann.
Exakte, reproduzierbare parallele
Testreihen mit geringem Arbeits-
aufwand sind das Ergebnis.
Umweltfreundlich ist das Ganze auch,
denn alle Teile sind wieder-
verwendbar.Deshalb gibt es auch kei-
nen Grund zur Klage mehr fur W.
Minuth’s Musterzelle Max, die sich einst
Uber schlechte Kulturbedingungen be-
schwerte, denn; Max mag Minusheet.
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Die Arbeiten von W. Minuth wurden mit
dem Philip Morris Forschungspreis
1992 ausgezeichnet,
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Abb. 4: Neu entwickelter “Perfusions - Bioreakior”
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Der Schweizer Philosoph Beat Sitter-Liver, Generalsekretir der schweizerischen
Akademie der Geistes- und Sozialwissenschaften sowie Dozent an der Univer-
sitdt Freiburg (Schweiz), hielt im Juni 1992 an der Universitdt Hannover einen
Vortrag, der die Rechtsstellung von Tieren zum Thema hatte. Vor dem Hinter-
grund der derzeitigen Erwdgungen, den Tierschutz im Grundgesetz zu beriick-
sichtigen, wurde B. Sitter-Liver's Pladoyer fur Tier-Rechte heftig diskutiert. Der
Redner stellte “In-vitro-Systeme” eine geklrzte Fassung seines Vortrages zur

Verflgung:

Tierrechte und

Ob wir Tieren gegenlber direkt ver-
pflichtet sind, ist so kontrovers wie die
Frage, ob Tiere Rechte besitzen kdn-
nen. Dies nicht zuletzt darum, weil die
Bejahung einer oder beider Fragen
manche heute géngige Form der Nut-
zung von Tieren in Zweifel z6ge. Den-
noch gibt es - positiv-rechtlich bereits
abgesicherte - Bestrebungen, Tiere als
Objekte der Moral mit eigenem rechtli-
chem Schutz auszustatten, ihnen Wir-
de zuzugestehen. In dieser Situation
soll zwarfiir Tierrechte argumentiert wer-
den, nicht jedoch ohne deren Grenzen
nachzuziehen.

Tiere besitzen einen Eigenwert, ganz
unabhéngig davon, ob sie irgendei-
nem anderen Lebewesen, etwa dem
Menschen, nitzen. Ihnen kommt des-
halb ein moralischer Status zu, der Ach-
tung erfordert und AnlaB zur

ihre Grenzen

Verankerung von positiven Rechten
far Tiere in der Gesetzgebung geben
kann.

Gegen Tierrechte werden auch Ein-
wande erhoben. Naher besehen,
verfangen sie nicht. Man muB nédmlich
nicht natiirliche Person sein, um Rech-
te besitzen zukénnen (man denke an
Vermégensmassen oder Aktienge-
sellschaften). Schwierigkeiten in der
Anwendung (wenn sie Uberhaupt be-
stehen) bilden keinen ethisch befriedi-
genden Grund, jemandem Rechte zu
verweigern. Im ibrigen gelten Rechte
nie absolut, weder Menschen- noch
Tierrechte; Rechte- wie Pflichtenkon-
flikte stehen der Vermittlung also
offen. Ferner ist Rechtsfahigkeit nicht
an die Voraussetzung gebunden, daf

Fortsetzung auf Seite 6
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