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Zusammenfassung

Der Wert von kultivierten Zellen in der pharmazcutischen, biomedizinischen und zellbiologi-
schen Forschung ist abhéngig vom Grad ihrer terminalen Differenzierung. In konventionellen
Kulturschalen ist es héufig schwierig, Kulturbedingungen zu erreichen, die die Situation von
intakten Geweben oder Organen widerspiegeln. Mangelpunkte in vitro sind eine ungeniigen-
de Zellverankerung auf dem impermeablen Boden von Plastik-KulturgefiBen sowie ein feh-
jender permanenter Medienaustausch. Hinzu kommt eine fehlende Gradientenexposition mit
Kulturmedien fiir Epithelzellen. Diese technischen Einschrinkungen veranlassten uns, ein
neues Zellkultursystem mit verschiedenen Kulturbehiliern und kompatiblen Zellhalterungen
zu entwickeln. Mit diesem neuen System wird die Simulierung von quasi natiirlichen Bedin-
gungen mdglich.

Der Vorteil der Neuentwicklung ist: 1) Adherente Zellen kénnen auf individuellen und
austauschharen Unterlagen zur optimalen Anheftung geziichtet werden. 2) Mit einer kontinu-
ierlichen Perfusion des Zellkulturmediums kdnnen wihrend der gesamten Kulturzeit
* kontrollierbare Bedingungen aufrechterhalten werden. 3) Mit einer neu entwickelten
Gradientenperfusionskammer kénnen den Kulturen von luminal und basal ganz unterschied-
liche Medien kontinuierlich appliziert werden. Alle Artikel des neuen Kultursystems sind
beliebig oft wieder verwendbar.

Summary: MINUSHEET -A new method for "natural” culture conditions of epithelia in vitro

The value of cultured cells in biotechnical, pharmaceutical or cell biological research depends
on the degree of terminal cell differentiation. In conventional Petridishes or tissue culture
plates it is difficult to achieve culture conditions which resemble the in situ situation of intact
tissue, as regards optimal cell adhesion, exchange of nutrients and metabolic products. The k-
mitations of conventional culture technique prompted us to develop procedures and equip-
ment which optimize the in vitro environment of cultured cells. The advantages are:

(1) Anchorage-dependent cells can be kept on individual and interchangeable support materi-
als for optimal cell attachment, (2) a defined nutrient concentration can be maintained by
continuous culture medium perfusion, (3) MINUSHEET allows perfusion with different
media at the apical and basal side of the cultures, thus mimicking the natural environment of
epithelial cells, (4) all parts of the system are re-usable.

Einleitung

Die im zellbiologischen Labor hiufig angewandte Zellkultur ist eine nun seit
nahezu 50 Jahren fast unverinderte Technik. Zwar haben die vielen Finmal-
artikel aus Plastik die Petrischalen und Pipetten aus Glas abgelost, doch wurde
das Prinzip der Technik weitgehend beibchalten. Mit dieser Technik konnten so
itber Jahrzehnte die vielen verschiedenen kontinuierlichen Zelllinien belicbig oft
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propagiert werden. Da- die transformiertcn Zellen alle gut wuchsen, bestand
keine Veranlassung, eine bewiihrte Mcthode zu verlassen.

Die Anspriiche an eine Zellkultur haben sich jedoch in den letzten Jahren stark
erweitert und damit veriindert. Wiihrend friiher ausschlieBlich die Vermehrung
von Zellen im Vordergrund stand, so wird heute von den Zellen als Alternative
zum Tierversuch vielfiich cine organspezifische 1eistung und Reaktion erwartet.
Fiir organspezifische Fragestellungen gelten nach wie vor die Prim4rkulturen als
das Mittel der Wahl. Dazu werden Zellen aus den jeweiligen Organstrukturen'
enzymatisch herausgelost und in Kultur gebracht. Danach werden die isolierten
Zellen meist in PlastikkulturgefiiBe tiberfithrt, die in groBer Auswahl angeboten
werden. Die Zellen haften auf der Plastikoberfliche der KulturgefiBe mehr
oder weniger gut an und beginnen sich zu vermehren. Die Quantitit und Quali-
tit der auf diese Art kultivierten Zellen 1dBt jedoch hiiufig zu wiinschen iibrig.
Dies ist auf mehrere Griinde zuriickzufilhren. Die Zellen haften auf einem
impermcablen Unterlagematerial, das in dieser Form in einem Organismus
nicht vorgefunden wird. Ein weiterer Mangelpunkt ist darin zu sehen, daB das
Kulturmedium hiiufig iiber mehrere Tage nicht ausgetauscht wird. Dadurch kén-
nen auf unkontrollierbare Weise Stoffwechselprodukte angehduft werden, die in
einem Organismus zu katastrophalen Folgen fihren wiirden. In vielen Fillen
missen dem Kulturmedium Hormone appliziert werden, um Zellen zum Wachs-
tum anzuregen oder eine spezifische Reaktion zu erzielen. Wenn jedoch
hormonhaltiges Kulturmedium schon fir wenige Stunden bei den Zellen ver-
bleibt, so kann wegen der schoellen Degradationsgefahr  eigentlich keine
Gewiihr mehr fiir die Bioverfugharkeit der Hormone iibernommen werden. Zu-
dem erhalten bet der bisher gebriiuchlichen Methode dice kultivierten Zellen von
allen Seiten das gleiche Kulturmedium. Tar Epithelzellen bedeutet dieses
Milicu cinen permancenten “biologischen KurzschluB®. Epithelzellen wachsen
immer an Grenzflichen, wo apikal und basal ganz unterschiedliche Medien im
Organismus vorkommen. Nicrentubuluszetlen sind 2.3, von der apikalen Seite
mit Urin, von der basalen Scite mit bluthaltigem Medium umgeben. Neben all
diesea technischen Unzubiinglichkeiten reagicren die kultivierten Zellen mit
cinem zellbiologisch wohl bekannten, aber bisher nicht geklirten Phinomen:
Die Zellen in vitro lassen sich hiufig nicht in genigendem AusmaB vermehren.
Hinzu kommit, dab sic ihre organspezifischen Eigenschafien verlieren, indem sie
sich eniditferenzicren.

Diese Entditicrenzierung von kultivierten Zellen bedeutet, daB sie oft binnen
Stunden ganz typische morphologische, physiologische und biochemische Eigen-
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Die Suche nach kommerziellen Produkten fiir eine solche komplexe Zellkultur-
technik ergab, daB eigentlich nur sehr wenig verwertbares und kompatibles

Material zur Verfiigung steht. Aus diesem Grunde entwickelten wir eine neue
Technik.

Fiir unsere Kultivationsarbeiten kdnnen die Zellen jetzt

1) auf organspezifischen Supporten,

2) auf permeablen Oberflichen,

3) unter luminal/basalen Fliissigkeitsgradienten,

4) unter Perfusionsbedingungen wachsen und

5) konnen schnell und leicht von der einen in eine

andere Versuchsanordnung iiberfiihrt werden,

Diese Art eincr zeitgemiiBen Zellkultivation erschien uns nur dann sinnvoll,
wenn sie in einer moglichst einfachen technischen Form realisiert werden
konnte: .

In einem ersten Entwicklungsschritt wurden die sogeﬁannlen "MINUSHEETs"
konstruicrt (Fig. 1). Es handelt sich hierbei um folienartige, extrem diinne
Scheibehen mit einer konzentrischen Halterung. Der Vorteil dieser Scheibchen
besteht darin, dal man nicht vorgefertigte ‘Teile, sondern selbst eine Vielzahl
von unterschiedlichen ‘I'riigermaterialien in Form cines besonders geeigneten
Supportes fiir die Zellen einsetzen kann. Jedes biovertrigliche, membranartige
Material kann fiir diese Versuche als Zellunterlage verwendet werden. Ein wei-
terer besonderer Vorteil der MINUSHEETS besteht darin, daB auch beliebig
diinne biologische Hautchen als Support verwendet werden kdnnen. Sehr gute
Erfahrungen wurden z.B. mit der Capsula fibrosa (Organkapsel) von Siugernie-
ren gemacht. Solche organspezifischen Supporte haben sich als besonders giin-
stig fur die Differenzierung von hoch spezialisierten Zellen erwiesen (4). Der
Vorteil der neu entwickelten Methode besteht also darin, daB fiir jede Zellart
eine individuelle Unterlage fir die Zellen ausgesucht und angewendet werden
kann.

Die Neuentwicklung verbindet konventionelle Technik mit neuen Experimentier-
maglichkeiten

1) Verwendung der MINUSHELTs in klassischen KulturgefdPen: Die Sheets kon-
nen mit cingelegter Zellunterlage zum besseren Anhaften der Zellen bei Bedarf
noch mit Protcinen der extrazelluliren Matrix beschichtet werden. Danach wird
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Fig. 3: :

Mit einer Pinzette konnen die mit Zellen bewachsenen
MINUSHEETs (5) binnen Sekunden von Kulturscha-
len in einen Halter (6) iiberfiihrt und gestapelt werden.
Der Halter wird dann in ein Perfusionskulturgefa8 ein-
gesetzt. Nach Schliessen des Deckels kann die Perfu-
sion durch eine basale LinlaBkaniile und einen apika-
len AnschiuB beginnen,

gepumpt (fml/h) und an dev Oberseite abgefiihrt werden. Damit sind die Zellen
einem permanenten Flissipkeitsstrom ausgesetzt. Fiir Endothelzellen als Aus-
klcidl‘mg von Gefiilen oder fiir Zellen der Augencornea oder Conjunktiva sind
solche Kulturbedingungen als ideal anzusehen.

3) Die Gradientenperfusionskarmmer: Die Kultivation von Epithelzellen unter na-

hezu natiirlichen Bedingungen ermoglicht die Gradientenperfusionskammer

(Fig. 4). Dazu werden mit Zellen bewachsene MINUSHEETS mit einer Pinzette

in die Kammer dberfihrt. Durch SchlieBen des Deckels wird das Sheet automa-

tisch zentriert und die Kammer dicht verschlossen. Zur benutzerfreundlichen
n
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Bedienung miissen wihrend des Offnens und Schliessens der Kammer keine
Schisiuche entfernt oder gekoppelt werden. Da das eingelegte MINUSHEET die
Kammer in ein apikales und basales Kompartiment teilt, kdnnen die Zellen von
‘oben und unten ganz separat mit unterschiedlichen Kulturmedien versorgt
werden. '

Die Technik erlaubt somit eine getfennte apikale und basale Perfusion des
Kulturmediums iiber viele Tage, ja sogar dber Wochen. Da apikal und basal mit
ganz unterschiedlichen Kulturmedien gearbeitet werden kann, kénnen jetzt auch
hypotone und hypertone Kulturmediumgradienten angelegt werden, wie sie
auch in vielen Organstrukturen vorgefunden werden. Ein weiterer Vorteil be-
steht darin, daB von basal oder luminal ganz gezielt Hormone oder Pharmaka
kontinuierlich appliziert werden kénnen. Alle diese genannten Versuchspara-
meter sind mit der herkémmlichen Technik nicht oder nur sehr unvollkommen
machbar.

Die beschriebenen Perfusionsversuche lassen sich in Serie mit beliebig vielen
) Kammern durchfiihren. Wir entwickeln gerade eine Methode, die es erlaubt,
jede einzelne Kammer elektronisch zu vermessen. Dadurch kénnen von jeder
Kammer iiber Tage hinweg die transepitheliale Potentialdifferenz und der
Widerstand der Zellen gemessen werden. Somit kdnnen Wachstum und Trans-
portleistung von epithelialen Zellen on-line erfasst werden. Besonders interes-
sant werden die Versuche, wenn z.B. von basal allen Zellen in mehreren Gradi-
entenperfusionskammern ein Pharmakon appliziert wird. Elektronisch kann
jetzt in allen Kammern gleichzeitig die Anderung der elektrophysiologischen
Parameter bestimmt werden. Nach erfolgtem Versuch kann das Pharmakon aus-
gespiilt und eine neue Testsubstanz appliziert werden. Es ist ein vollig neuer
Ansatz in der organspezifischen Zellkulturtechnik, daB unter nahezu natiirlichen
Bedingungen parallel beliebig viele Kulturen im on-line Verfahren elektronisch
auf ihre VitalduBerung hin untersucht werden kdnnen.

4) Die MINUSHEETS kénnen von den Perfusionskammern oder einfachen Kul-
turgefdBen in eine neu konstruierte mikroskopische Halterung eingesetzt werden.
Da bei den Sheets keine hohe laterale Wand vorhanden ist, wird von oben ein
ungehindertes Arbeiten mit Mikropipetten in diese Kammer méglich. Gleich-
zeitig werden die Zellen von apikal und basal mit Kulturmedium durchstromt,
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Perfusionskultur: 24 Stunden nach Beginn der Vorkultur werden die MINU-
SHEETs mit den gerade etablicrien Sammelrohrepithelien mittels einer feinen
Pinzette in den Perfusionskulturbehélter iiberfiihrt (Fig. 3). Dazu werden 6

Sheets in den Halter gelegt und wie Miinzen in einer Geldrolle gestapelt. Der -

Halter wird in den Perfusionskulturbehiilter eingesetzt und der Deckel geschlos-
sen. Durch eincn basalen Einstromkanal und einen oberen AuslaB kann jetzt
iiber Tage oder Wochen Kulturmedium durch den Kulturbehilter durchstrémt
werden. Die Sammelrohrepithelien werden mit IMDM plus 25 mM HEPES und
1% antibiotischer Losung fiir 13 Tage perfundiert. Das Medium wird in Schott
Glasflaschen (500 ml), dic mit Schraubkappen (Nr. 47622, TECNOMARA,
Fernwald, BRD) versehen sind, aufbewahrt. Medienflaschen, Kulturbehilter
und Auffangflasche wird iiber Silikonschlduche mit einem Innendurchmesser
von Tmm iiber Standard-lI.uerverschliisse verbunden. Die Durchstrémungsrate
des Kulturmediums betrédgt 1 ml/h.

Perfusionskudturmedicn: IMDM/I1LIEPES mit 1% antibiotischer Losung dient als
Kontrolimedium . Aldosterone (10-7M), Vasopressin (100M) und Insulin
(100M) werden den Medicn in den experimentellen Serien beigefiigt. Die
Durchstrémung der Kulturen mit Medium beginnt 24 Stunden nach Ansetzen
der Zellen und wird fiir 13 Tage aufrechterhalien. _
Medien, Scrum und Antibiotika werden von Gibeo-BRL Life Technologies (I3g-
genstein, BRD), Aldosteron (Aldocorten) von Ciba-Geigy Wehr (Baden, BRD),
Vasopressin (AVP) und Insulin von Sigma (Deisenhofen, BRD) bezogen.

Histologic: 14 Tage nach Ansctzen der Kultur werden die Sammelrohrepithelien
fiir 20 Minuten in IMDM und 3¢% Glutaraldehyd fixiert. Nach Fixierung werden
mittels feiner Pinzetten die Spannringe der MINUSIHELETs geoffnet und die los-
gelosten Epitelien fiir 15 Minuten in PBS mit 1% Osmiumtetroxid (pH 74)
nachfixicrt. Das Zellmaterial wird in PBS gewaschen, iiber eine Alkoholreihe
entwiissert und in pon cingebettet, Semidiinne Schoitte werden mit Richard-
son-Losung getiirbt und anschlicBend mikroskopicrt. Mchr als 200 Epithelien
wurden fiir dicse Studic morphologisch untersucht,
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Weitere M(’)’glichkeilen der Perfusionszellkultur

Niere: Zellen der Sdugerniere konnen jetzt unter luminalen und basalen Fliissig-
keitsgradienten kultiviert werden. Damit lassen sich mit der neuen Technik
erstmals die hohen (1200 mOsm) und niedrige (150 mOsm) Fliissigkeitsgradi-
enten simulicren, wie sie im corticopapilliren Verlauf der Niere vorgefunden
werden. '

Leber: Ein weiteres Forschungsfeld sind Leberzellen, die jetzt unter Perfusions-
bedingungen kultiviert werden konnen. Die: Methode ermdglicht, daB sich in
Kultur ein Blut- und Gallenkompartiment bilden 148t. Dadurch lassen sich Phar-
maka oder Toxine von basal zuleiten und so auf einfache Art die Pharmako-
kinetik dieser Substanzen untersuchen.

Innenauskleidung von Bluigefidflen: Endothelzellen als Innenauskleidung von
GefiBen konnen jetzt unter nahezu natiirlichen Bedingungen kultiviert werden.
Bisherige Versuche haben gezeigt, daB die Kultivation dieser Zellen in iiblichen
Kulturschalen, und damit ohne eine FlieBbewegung des Mediums, nur eine sehr
unvollkommene Mcthode der Zellkultur darstellt.

Blut-Firnschranke: Mit der neuen Technik lisst sich ein Blut/Hirnschranken-
Modell aufbauen. Dazu konnen Endothelzellen auf der einen Seite, Astrozyten
auf der anderen Scite der MINUSHEETS kultiviert werden. Bei einem Gelingen
dieser Versuche lassen sich unter optimalen Bedingungen der Gradientenkam-
mer pharmakologische Versuche durchfithren, wie sie bisher nicht moglich ge-
wesen sind.

Fir alle die genannten Modelle muB experimentelles Neuland beschritten wer-
den. Durch cine sachgerechte Ausfithrung der neuen Technik kann unseres Er-
achtens ein besonders groBies, interessantes und vielversprechendes Anwen-
dungsgebiet erdffnet werden. Ziel unserer gesamten Versuche ist es, in vitro so
nahe wie moglich an cine Organstruktur heranzukommen und das darin befind-
liche Milicu auf cine technisch sehr cinfache Art zu simulieren. "For the
happiness of cells” gehort cinfuch, dass sich die kultivierten Zellen auf einer
optimalen und permeablen Auflagefliche verankern kdnnen, dass sie perma-
nent mit frischem Medium versorgt und dass dic Stoffwechselendprodukie kon-
tinuierlich entfernt werden. -In jedem Organ sind diese Voraussetzungen von
essenticller Bedeutung - warum nicht auch in der organspezifischen Zellkultur-
technik?
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