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Zusammenfassung

Mit der konventionellen Kulturtechnik ist es haufig schwierig, organtypische Bedingungen zy
erzeugen. Dadurch verlieren die kultivierten Zellen die fir sie typischen Eigenschaften, sie de-
differenzieren. Aus diesem Grund entwickelten wir ein neues Zellkultursystem fur eine optima-
le Zelldifferenzierung, das die Simulierung eines natiirlichen Organmilieus erméglicht: Adha-
rente Zellen kénnen auf individuell auswahlbaren Zellunterlagen und in kompatiblen Zellhal-
“terungen - den MINUSHEETS - kultiviert werden. Die Zellhaiterungen lassen sich stapeln und
in spezielle Behilter Gberfiihren, wo sie permanent mit Kulturmedium durchstromt werden. In
einer Gradientenperfusionskammer konnen die Kulturen von oben und unten mit ganz unter-
schiedlichen Medien versorgt werden. Zellen aus der Siugerniere z.B. entwickeln unter diesen
neuen Kulturbedingungen eine bisher nicht gekannte Qualitit an Differenzierungsleistung und
werden somit viel vergleichbarer zu der in vivo-Situation.

1. Die komplexen Organe

Die menschlichen und tierischen Organe sind sehr komplexe Strukturen, die in den meisten
Fillen aus vielen verschiedenen Zellen bestehen. Um die biochemische Wirkung eines Pharma-
kons an einem einzelnen Zelltyp eines solchen komplexen Organs untersuchen zu kénnen, ist es
deshalb fiir viele Versuchsvorhaben gerade zuzwingend, die gewiinschten Zellen aus dem Or-
ganverband herauszulsen und wenn moglich in Kuitur zu bringen (JAKOBY W.B. und PASTAN
[.H., 1979). In vitro kann zuerst die Anzahl der Zellen vermehrt werden und iber einen relativ
langen Zeitraum stehen dann klar definierte Zellen fur die verschiedensten Versuche zur Ver-

fugung.
1.1. Wie gut ist das in vitro-System ?

Leider haben sich die Erwartungen an solche organspezifischen Zellkulturen nur in den we-
nigsten Fallen erfiillt. Der wesentlichste Grund fiir die mangelhafte Leistung von kultivierten
Zellen ist wohl in der Dedifferenzierung zu suchen (MINUTH W.W , 1987; MINUTH W.W_ und
GILBERT P., 1988; GSTRAUNTHALER G.J.A,, 1988). Da Organzellen sehr empfindliche "sozi-
ale Wesen" sind, wundert es nicht, daB sie nach der Isolierung aus -dem Organverband leicht
verkiimmem und schon oft wenige Stunden ganz wesentliche morphologische, physioiogische
und biochemische Eigenschafien verlieren. Da solche dedifferenzierten Zellen nicht mehr dem
gleichen, was sie einmal innerhalb des Organverbandes darstellten, wundert es auch nicht, dal



die Wirkungen eines Pharmakons oft nicht mehr optimal untersucht werden kénnen. Es bedarf
keiner besonderen Phantasie, daraus zu folgern, daB die dedifferenzierten Zellen nicht mehr
vergleichbar simd mit den urspriinglichen Organzellen. Somit werden Ubertragungen von in vi-
tro-Ansitzen zu in vivo-Bedingungen eigentlich unméglich. Die unzahligen bisher durchgefihr-
ten Zellkulturcxperimente einerseits und die duBerst wenigen wirklich zur Verfiigung stehenden
organspezifischen in vitro-Modelle andererseits belegen das Dilemma (GSTRAUNTHALER G.J.
A., 1988; HORSTER M., 1980; KREISBERG J.I. und WILSON P.D., 1988).

1.2. Die gute alte Zellkulturtechnik fahrt nicht weiter

Eine der wesentlichen Ursachen fiir eine zellulare Dedifferenzierung ist meist ber der bisher
durchgefiihrten Zellkulturmethode zu suchen. Seit nahezu 50 Jahren werden Zellen in petn-
schalendhnlichen Kulturbehaltnissen gezogen. Zwar haben die diversen Einmalartikel aus Plas-
tik die Behilter aus Glas abgelést, doch an der derzeit vielgenutzien Technik hat sich prinzi-
piell nicht viel geandert. Mangelpunkte sind eine unnatiirliche Verankerung von Zellen auf den
undurchlassigen Kulturschalenboden, der fehlende kontinuierliche Medienaustausch und der
"biologische KurzschiuB" von Zellen, weil sie von oben und unten das gleiche Kulturmedium
erhalten. Weder eine Haut-, noch eine Nieren- oder eine Leberzclle kann sich unter diesen Kul-
turbedingungen wohlfiihlen und die von ihr erwartete hohe Differenzierungsleistung erbringen. -

Besonderes Interesse haben wir an den salztransportierenden Epithelien der Saugemiere,
speziell am Sammelrohrsystem, welches unter der hormonellen Kontrolle von Aldosteron und
Vasopressin die ionale und osmotische Zusammensetzung des Hams feinreguliert (KRIZ W.
und KAISSLING B., 1985). Viele Jahre haben wir uns bemiiht, sowohl die hellen Principal Cells
wie auch die dunklen Intercalated Cells des Sammelrohrs in einer hochdifferenzierten Form zu
erhalten. Die hellen Zellen konnten wir mit der klassischen Kulturmethode in einem adaquaten
Differenzierungszustand erhalten (MINUTH W.W _, 1987, MINUTH W.W. et al., 1988), wihrend
wir bei den dunklen Zellen keinen Erfolg hatten.

Ziel der weiteren Forschungsarbeit war es deshalb, in den kultivierten Sammelrohrepithe-
lien auch die dunklen Zellen zu erzeugen. Fiir diese Versuche wurde deshalb eine Perfusions-
zellkulturmethode entwickelt, die die Simulierung von organtypischen Milieubedingungen er-
laubt (MINUTH W.W. und RUDOLPH U., 1990; MINUTH W.W_ et al., 1992 a, b, 1993).

2. Eine neue Strategie - Perfusionskultur

Fiir unsere eigenen wissenschaftlichen Arbeiten wollten wir Zellen aus dem Sammelrohr der
Saugerniere kultivieren, die in moglichst vielen Punkten der Organsituation entsprachen. Dazu
sollten die Zellen erstens auf einer individuell auswahlbaren Unterlage, zweitens unter perma-
nentem Austausch des Kulturmediums und drittens unter einem luminal-basalen Flissigkeits-
"gradienten gehalten werden konnen. In einem ersten Entwicklungsschritt wurden die sogenann-
ten "MINUSHEETSs" konstruiert (Abb. 1) (MINUTH W.W_, 1992 a, b).

Es handelt sich hierbei um diinne Scheibchen mit einer konzentrischen Halterung. Der Vor-
teil dieser Scheibchen besteht darin, daB fur jede Zellart eine Vielzahl von unterschiedlichen
Tragermaterialien fur die optimale Differenzierung der Zellen eingesetzt werden kann. Jedes
biovertrigliche, membranartige Material eignet sich fur diese Versuche. Ein weiterer beson-
derer Vorteil der MINUSHEETS besteht darin, daB auch beliebig diinne biologische Hautchen
als Zellunterlage verwendet werden kénnen.
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2.4.4. Ergebnisse

Mit unseren bisherigen Experimenten konnten wir zeigen, daB in der Perfusionskultur neben
hellen Zellen auch dunkle Zellen zu erzeugen sind (MINUTH W.W. et al,, 1992 a, b; 1993).
Histochemische Analysen mit fluoreszierenden Peanut-Agglutinin ergaben, daB die dunklen
Zellen dem B-Typ zugeordnet werden kénnen (SCHWARTZ G.J. et al., 1988).

Die Bildung der dunklen Zellen vom B-Typ konnte auBerdem hormonell beeinfluBit werden:
Wihrend in Kontrollen ohne Hormonzusatz nur etwa 8% dunkle Zellen gefunden wurden,
konnte in Aldosteron behandelten Epithelien 72% und in Aldosteron/Insulin behandelten sogar
90% dunkle Zellen festgestellt werden. Dagegen wurden in Aldosteron/Vasopressin behandel-
ten Epithelien nur 44% dunkle Zellen gefunden. Vasopressin oder Insulin allein vermochte nur
15% dunkie Zellen zu bilden. Die Versuche belegen, daB iiberraschenderweise das Steroid-
hormon Aldosteron die Bildung von dunklen Zellen zu steuemn vermag (MINUTH W.W. etal,
1993).

3. Allgemeine Perspektiven mit der neuen Technik

3.1. Niere

Epithelien der Saugemiere konnen jetzt von luminal und basal in ganz unterschiedlichen Flis-
sigkeiten kultiviert werden. Damit lassen sich z.B. mit der neuen Technik erstmals die hohen
(1200 mOsm) und niedrige (150 mOsm) Fliissigkeitsgradienten simulieren, wie sie im cortico-
papillaren Verlauf der Niere an den Epithelien vorgefunden werden.

3.2. Leber

Ein weiteres Forschungsfeld sind Leberzellen, die mit der Perfusionsmethode aber einen Zeit-
raum von mehreren Monaten kultiviert werden kénnen. Die Methode erméglicht auBerdem, dafl
sich in Kultur ein Blut- und Gallenkompartiment aufbauen liBt. Dadurch lassen sich z.B. von
einer Seite Pharmaka zuleiten. Auf eine sehr einfache Art kann so die Pharmakokinetik von sol-
chen Substanzen nach Passieren der Zellen untersucht werden.

3.3. Innenauskleidung von Blutgefdfien

Endothelzellen konnen jetzt unter nahezu naturlichen Bedingungen kultiviert'werden, da samt-
liche rheologische Bedingungen auf eine sehr einfache Art simuliert werden konnen.

3.4. Blut-Hirnschranke

Mit der neuen Technik lieBe sich ganz ideal ein Blut-Himschrankenmodell aufbauen. Dazu
kénnten Endothelzellen auf der einen Seite, ‘Astrozyten auf der anderen Seite der MINU-
SHEETS kultiviert werden. Unter optimalen Bedingungen lieBen sich in der Gradientenkammer
dann Permeationsversuche mit den verschiedensten Substanzen durchfithren.

4. SchluBbemerkung

Die MINUSHEET-Technik konnte dazu beitragen, organspezifische Zellkulturen entscheidend
su verbessemn und damit die kultivierten Zellen vergleichbar mit den dazugehérenden Organ-
strukturen werden zu lassen.
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Anmerkung: Alle Teile der MINUSHEET-Technik sind jetzt in Serie aufgelegt und zu be-
ziehen ber Minucells und Minutissue, KATHARINA LORENZ-MINUTH, Starenstr. 2, D-8403
Bad Abbach, FRG.

Die Untersuchung wurde unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft (Mi
33/2-5). Besonderer Dank gilt meiner technischen Mitarbeiterin Frau MARION KUBITZA.

Literatur

GSTRAUNTHALER G.J.A., Epithelia cells in tissue culture, Renal Physiol Biochem II, 142, 1988

HORSTER M.. Tissue culture in nephrology: potential and limits for the study of renal disease, Klin
Wochenschr 58. 965-973, 1980

JaxoBY W B. and PAsTAN LH., Cell culture, Methods Enzymology 58, Academic press. 1979

KREISBERG J.I. and WiLsON P.D., Renal cells in culture, J Electron Mic Tech 9, 235-263, 1988

KRiz W. and KAISSLING B., Structural organization of thc mammalian kidney, in: SELDIN D.W.,
GiesiscH G. (Hrsg), The kidney: physiology and pathophysiology, New York: Raven Press, 265-306,
1985

MINUTH W. W.. Neonatal rabbit kidney cortex in culture as tool for the study of collecting duct for-
mation and nephron differentiation, Differentiation 36. 12-22, 1987

MINUTH W.W. and GILBERT P.. The expression of specific proteins in cultured renal collecting
duct cells, Histocliem 88, 435441, 1988

MINUTH W.W.. GILBERT P., GROSS P., Appearance of specific proteins in the apical plasma mem-
brane of cultured renal collecting duct epithelium after chronic administration of aldosterone and va-
sopressin, Differentiation 38, 194-202, 1988 .

MINUTH W.W. and RUDOLPH U., A compatible support system for cell culture in biomedical re-
search, Cytotechnology 4, 181-189, 1990

MINUTH W.W., Fine Moglichkeit adherente Zellen unter natiriichen Bedingungen zu kultivieren,
ALTEX (Alternat. Tierexp.) 15, 18-30. 1991

MINUTH W.W., DERMIETZEL R., KLOTH S., HENNERKES B., A new method culturing renal cells
under permanent superfusion and producing a luminal-basal medium gradient. Kidney int 41, 215-
219.1992a

MINUTH W.W.. STOCKL G., KLOTH S., DERMIETZEL R.. Construction of an apparatus for perfusion
cell cultures which enables in vitro experiments under organotypic conditions, Eur J Cell Biol 57,
132-137, 1992b

MINUTH W.W.. FIETZEK W., KLOTH S., AIGNER J., HERTER P., ROCKL W.. KUBITZA M., STOCKL
G.. DERMIETZEL R., Aldosterone modulates the development of PNA binding cell isoforms within
renal collecting duct epithelium kept in perfusion culture, Kidney Int., 1993, in press

SCHWARTZ G.J., SATLIN L.M., BERGMAN J.E., Fluorescent characterization of collecting duct cells:
a second H*-secreting type, Am J Physiol 255. 1003-1014, 1988



	01.tif
	02.tif
	03.tif
	04.tif
	05.tif
	06.tif
	07.tif
	08.tif

