8 ZELLKULTURTECHNIK

Abstract: Minusheet — a new technique to cuiture highly
differentiated cells under natural environment

The value of cultured cells in biotechnical, pharmaceutical or cell bio-
logical 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 limitations of conventional culture conditions prompted us
to develop procedures equipment which optimize the in vitro environ-
ment of cultured cells. The advantages are: The cells can be kept on indi-
vidual and interchangeable support materials for optimal cell attachment.
By continuous perfusion of the cells with medium, a defined nutrient con-
centration can be maintained throughout the whole culture period. One
type of the new cell culture container can be perfused with different
media at the apical and basal side of the cultures, thus mimicing the
natural environment that applies for epithelial monolayers.

Kultivierung differenzierter Zéllen
unter natiirlichen Bedingungen

Professor Dr. Will W. Minuth
Insttut filr Anatornie, Universitat Regensburg

Die Zellkultivierung im LabormaBstab wird seit 50 Jahren nahezu un-
verindert betrieben. Zwar haben die EinmalkulturgefiBe aus Plastik
die Petrischalen aus Glas abgelost, doch wurde das Prinzip der Technik
weitgehend beibehalten. Anders sieht die Problematik aus, wenn
von Zellen eine organspezifische Leistung abverlangt wird und dabei
die Zellen nicht recht wachsen wollen. Dies ist sehr hdufig bei Primir-

kulturen zu beobachten.

Wir kultivieren Zellen in einem mog-
lichst hohen Differenzierungszustand,
um daran als Alternative zum Tierexpe-
riment Teilfunktionen eines Organs zu
untersuchen. Dazu missen die Zellen
und die Bedingungen in Kultur mog-
lichst vergleichbar werden mit dem-
jenigen Milieu eines Organs, welches
untersucht werden soll.

Das kritische Laborgesprich

Befragt man nun eine Zelle, namlich
unseren Labor-Maxl, der mit den klassi-
schen Techniken in eine Einmalkultur-
schale pipettiert wurde, nach semem
Wohlbefinden, so kénnte folgender
Dialog gefiihrt werden (Abb. 1):

1. . Maxl, wie fiihlst Du Dich in Deiner
Kulturschale?'' — ,,Es geht; im Organ
habe ich mich wohier gefiihlt, viele
Kollagene und andere perizelluldren
Matrixproteine gaben mir Halt. Hier, in
der Schale, steht mir nur der imper-
meable Boden aus Polystyrol zur Ver-
figung." (Abb. 1, oben)

2. ,Maxl, wie gefallt Dir das Kultur-
medium?'* — ,,Na ja; wachsen kann man
schon darin, aber in den letzten 40 oder
50 Jahren hatte man sich auch was Bes-

seres einfallen lassen kénnen. Aber das
nur nebenbei, hier in der Kulturschale
erhalte ich von oben und unten das glei-
che Medium. Dies bedeutet fiir mich als
Epithelzelle einen permanenten biologt-

: schen KurzschluB.” (Abb. 1, Mitte)

3. . Maxl, wie sieht es mit der regel-
maBigen Versorgung von Hormonen
oder Wachstumsfaktoren aus?’’ — , Kata-
strophal, weill das Kulturmedium oft
mehrere Tage lang nicht gewechselt
wird. Deshalb sinkt die Bioverfigbar-
keit von Additiven rapide und wird
schlieBlich unkontrollierbar. AuBerdem
fallen schon nach kurzer Zeit Stoffwech-
selprodukte an, die toxisch sind und
mich ziemlich beien.” (Abb. 1, unten)
Beim SchlieBen der Kulturschale ruft
mir Maxl eine letzte Bemerkung zu:
.Die Kollegen aus den vielen konti-
nuierlichen Zell-Linien werden iiber
meine Argumente natiirlich schmun-

zeln, well die ja schon iiber 40 Jahre’

unter einfachsten Bedingungen wach-
sen und als die unproblematischen Bei-
spiele angefithrt werden. Aber denkt
man an die vielen Priméarkulturen, die
nur recht unvollkommen und in sehr

kleiner. Auswahl als eine zufriedenstel-
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Abb. 1 (oben):,,Max"’ als Musterzelle
in einer Kulturschale aus Polystyrol,
das seiner Meinung nach nicht

den natiirlichen Bedingungen einer
Basalmembran entspricht

(Mitte): ,,Max’’ beklagt sich, daB das
Kulturmedium von oben und unten in
gleicher Weise herangefiihrt wird.
Epithelzellen wachsen immer an
Flichen, wo oben und unten ganz
verschiedene Medien vorkommen
(unten): ,,Max’’ stohnt dber die
unkontrollierbaren Bedingungen in
der Kulturschale, wenn tiber mehrere
Tage das Medium nicht gewechselt
wird

lende Alternative zum Tierexperiment
verfiigbar sind, so sprechen meine
Argumente eine deutliche Sprache.
Host mi?" (Verstehtst Du mich?).
Die Argumente von unserem Maxl gin-
gen mir nicht mehr aus dem Kopf. Nach
vielen Uberlegungen mufte ich akzep-
tieren, daf die bisher angewandte Zell-
kulturtechnik fir die vielen neuen
organspezifischen Fragestellungen als
nicht mehr zeitgem&B anzusehen ist.
Fir solche organspezifischen Kultiva-
tionsarbeiten miissen die Zellen '
1. auf individuell auswahlbaren
Unterlagen.
auf permeablen und méglichst
transparenten Unterlagen,
unter Perfusionsbedingungen,
unter luminalen/basalen
Fliissigkeitsgradienten angesiedelt
werden
5. und besonders leicht und schnell
von der emen in eine andere Ver-
suchsanordnung {iberfiihrbar sein.
Dieser Anspruch an eine zeitgeméfe
Zellkultivation ist jedoch nur dann sinn-
voll, wenn er auch inl einer moglichst
einfachen technischen Form realisiert
werden kann.
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