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Zusammenfassung

Bei der Kultur von Zellen oder Geweben
gehen typische morphologische, physiolo-
gische und biochemische Eigenschaften
verloren. Dieser Dedifferenzierungspro-
zess beginnt wahrend der Isolierung und
setzt sich unter den statischen Kulturme-
diumbedingungen auf dem Boden der Plo-
stikkulturgefaBBe wahrend der gesamten
Zeit fort. Das Beschichten der Gefafle mit
Proteinen der extrazelluldren Matrix, die
Verwendung von Filtereinsdtzen oder die
Herstellung von dreidimensionalen Kolla-
genschwammen verbessert zwar die Situa-
tion, beriicksichtigt aber nicht die kom-
plexen Einwirkungen von Differenzierungs-
faktoren oder Cytokinen und die speziellen
Erndhrungsbedirfnisse einzelner Zellen
oder Gewebe. Eine konventionelle Kultur-
schale spiegelt nicht das Environment eines
Organs oder Gewebes wider. Zur Quali-
tatsverbesserung von Cytocharakteristika
entwickelten wir deshalb ein System, mit
dem Zellen oder ganze Gewebe unter indi-
viduell angepaBten und damit organtypi-
schen Bedingungen gehalten werden kén-
nen. Das System beinhaltet kompatible
Zelitrager, die eine Auswahl von individu-
ellen Unterlagen zum optimalen Anhaften
und Differenzieren der Zellen ermdglichen.
Die Anzucht der Zellen auf den Tragern er-
folgt in bisher iiblichen Kulturgefafien. Da-
nach werden die Trager in spezielle Con-
tainer iberfihrt, die permanent mit Kul-
turmedium durchstrdmt werden. Gradien-
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tencontainer erlauben wie unter natir-
lichen Bedingungen die Ernéhrung von
Epithelien mit unterschiedlichen Medien
von unten und oben. Das in sich geschlos-
sene System arbeitet auf einem Labortisch.
Benotigt werden pH-stabilisiertes Kultur-
medium, eine Peristaltikpumpe und eine
Waérmeplatte. Ohne Subkultvierung kén-
nen Zellen oder Gewebe Uber besonders
lange Zeitréume von Wochen und Mona-
ten in einer Qualitat gehalten werden, wie
dies unter konventionellen Bedingungen
nicht méglich war. Besonders interessant
werden die Anwendungen im pharmako-
logischen, toxikologischen und arbeitsme-
dizinischen Bereich, wo chronische Ein-
flisse von Substanzen oder Materialien un-
ter organdhnlichen Bedingungen unter-
sucht werden sollen.

Summary

if cells are taken out of an organ and
brought in culture, normally they lose
morphological, physiological and bioche-
mical features. This dedifferentiation pro-
cess starts during the isolation procedure
and continues during the whole culture
period under the stagnant liquid environ-
ment at the bottom of tissue culture
plasticware. The use of filters as basement
membrane substitute, the coating of culture
ware with extracellular matrix proteins or
the preparation of threedimensional colla-
gen gels improve the situation, but do not
consider the paracrine influence of cyto-
kines and specific nutritional needs of indi-
vidual cell types. As a consequence, we
constructed a new system to adapt as far
as possible cell and tissue cultures to an
organo-typical environment. It works with
a compatible cell carrier arrangement,
which allows an individual selection of
supports for an optimal cell adhesion and
differentiation. Then the cell carriers are
placed in specific containers, which are
permanently perifused with medium.
Gradient containers make the perifusion at
the upper and lower side of epithelia with
different media possible. The system runs

with a peristaltic pump and a warming
table out of the atmosphere of an incuba-
tor with pH-stabilized media. Without any
subculturing of cells or tissues the chronical
influence of drugs can be studied over
month in a quality not obtained before.

Einleitung

In der Biomedizin und Biotechnologie sind
effiziente Zell- und Gewebekulturen heute
gefragter denn je [1]. Meistens werden
Zellen und Gewebe mit dem Ziel kultiviert,
so schnell wie méglich eine genigend
grofle Menge an Biomaterial fir die Unter-
suchung zur Synthese eines Proteins oder
z.B. fir die Klarung des Steuermechanis-
mus eines lonenkanals zu erhalten [2]. Die
Effizienz des Kultursystems wird zuerst an
der Zellzahl und dann meist an einer ein-
zelnen Funktion gemessen. Betrachtet man
die Vielfalt an verfigbaren Zellinien und
deren Anwendungsbreite, die sich zwi-
schen ein paar Mikrolitern in einer Klo-
nierplatte und Tausenden von Llitern in ei-
nem Bioreaktor bewegen, so scheinen
technischen Schwierigkeiten bei der Kulti-
vation im wesentlichen gelést zu sein.
Wenn die kultivierten Zellen z.B. einen An-
tikdrper in zufriedenstellender Menge pro-
duzieren, besteht kein Grund weitergehen-
de Qualitatsanspriiche an die Zellen zu er-

heben [1, 3].

Ganz anders sieht jedoch der Qualitéts-
anspruch bei organspezifischen Zellkultu-
ren aus. Dazu werden Zellen und Gewebe
in Kultur gebracht, um spezifische Organ-
funktionen oder Gewebeinteraktionen
ohne die interferierenden Einflisse eines
Organismus zu unfersuchen [4]. Modelle
mit kultivierten Leber-, Lungen- oder
Nierenzellen fir die Wirkstoffprifung sol-
len mdglichst den gleichen funktionellen
Phenotyp an Zelle beinhalten, wie er auch
in den einzelnen Organen eines Tieres
oder des Menschen vorgefunden wird. Be-
sonders wichtig ist dabei, daf} die in vitro
Experimente auf die Organsituation Uber-
tragbar sind [5]. Der gleiche Anspruch fiir
Ubertragbarkeit gilt fir Kulturen, die zur






mit einer Pinzette in verschiedene Contai-
ner eingelegt (Abb. 3,5,6), wo sie wie
unter natirlichen Bedingungen permanent
mit frischem Kulturmedium versorgt werden
(Abb. 4). Eine langsam laufende Peristaltik-
pumpe erneuert das Kulturmedium in den
Containern und eine Warmeplatte sorgt
fir die richtige Temperatur von 37 °C. Da
HEPES-gepufferte, Leibowitz oder andere
pH-stabilisierte Medien verwendet wer-
den, ist es moglich, das gesamte in sich ge-
schlossene System auBerhalb der Atmos-
phare eines COj-Incubators auf einem
Labortisch fir viele Wochen oder Monate
zu betreiben.

Zelltriiger ermoglichen die Aus-
wahl einer optimalen Unterlage

Es konnte in vielen Untersuchungen ge-
zeigt werden, daf} der Phenotyp einer Zel-
le durch unterschiedliche Zellunterlagen
beeinfluBBt wird [3]. Aus diesem Grund
haben wir Zelltréger entwickelt, bei denen
ganz individuell die Unterlage ausgewdhlt
und ausgetauscht werden kann (Abb. 1}.
Der Zelltrager besteht aus einem schwar-
zen Haltering, in welchen das ausgewdahl-
te Unterlagematerial fir die Zellen selbst
eingesetzt werden kann. Eine Vielzahl von
kommerziell erhaltichen Materialien wie
Glas, Papiere, Folien, Filter, Netze, oder
Stoffe mit einem Durchmesser von 13 oder
47 mm eignen sich als Einsatz in die Zell-
trager, daneben kdnnen auch ausgestanz-
te biologische Hautchenprdparate wie die
Capsula fibrosa der Niere als ausgezeich-
nete Zellunterlagen dienen [13]. Die Zell-
trager werden entsprechend des einge-
setzten Zellunterlagematerials autoklaviert
oder in Flissigkeiten wie in Athanol oder
Formalin sterilisiert. Die Verwendung von
unterschiedlichen Zellunterlagematerialien
in den Zelltragern unter sonst gleichen
Versuchsbedingungen erméglicht eine
schnelle Ermittlung des optimalen Wachs-
tums und Differenzierungsverhaltens der
Zellen.

Kultur und optische Kontrolle
der Zellen auf den Zelltrégern

Nach der Sterilisation werden die Zellirg-
ger mit einer feinen Pinzette in eine Kultur-
schale gelegt (Abb. 2). Die Zellen werden
in einem kleinen Volumen Kulturmedium
auf die Zellunterlage aufpipettiert. Man
laBt die Zellen dann fir eine gewisse Zeit
anhaften und sich ausbreiten. Wenn trans-
parente Zellunterlagen in den Zelltragern
verwendet werden, kann das Wachstum
mit einem inversen Mikroskop und Phasen-
kontrastoptik untersucht werden. Wenn Zel-

len auf undurchsichtigen Unterlagen kulti-
viert wurden, wird der Zellirager kurz in
70% Ethanol eingetaucht, dann z.B. mit
Propidiumiodid oder einem fluoreszieren-
dem Antikérper markiert. Der Zelltrager
wird anschlieBend mit der bewachsenen
Seite nach unten gedreht und mit einem
inversen Mikroskop betrachtet, welches mit
einer entsprechenden Epifluoreszenzoptik
ausgerustet ist [13].

Container fir die
Perfusionskultur

Die Verwendung einer optimalen Zellunter-
lage ist nur eine der wichtigen Vorausset-
zungen fir die optimale Differenzierung
von Zellen unter Kulturbedingungen. Ver-
bessert wird die gesamte Situation fir Zel-
fen, wenn sie kontinuierlich neues Medium
erhalten und zellschadigende Stoffwech-
selprodukte entfernt werden. Offensichtlich
wird die Synthese parakriner Faktoren un-
ter Perfusionsbedingungen kontrollierbarer
als unter den statischen Kulturmedium-
bedingungen in einer Kulturschale [8,10].
Um diese Faktoren bei den weiteren Expe-
rimenten zu beriicksichtigen, wurden Con-
tainer fir die Perfusionskultur entwickelt
{Abb. 3,5, 6). Nach Offnung des Deckels
werden die mit Zellen bewachsenen Trager
mit einer feinen Pinzefte in die Container
eingesetzt {Abb. 3). Uber Silikonschlau-
che, Luerverbindungen und speziellen
Schraubverschliissen wird die Verbindung
zu zwei Medienflaschen hergestellt
(Abb. 4). Eine Peristaltikpumpe fordert das
Kulturmedium von der Vorratsflasche zur
Bodenplatte des Containers. Das Medium
flieBt zwischen den Zelltragern hindurch
und verlaBt auf der oberen Seite den Con-
tainer. Es hdangt von dem jeweiligen Expe-
riment ab, wie schnell das Kulturmedium
durch den Container hindurchflieBen soll
und innerhalb welchem Zeitraum das Me-
dium komplett ausgetauscht wird. Bei der
Perfusion eines Containers mit 6 x 13 mm
Zelliragern (Abb. 3) erhielten wir bei einer
kontinuierlichen FlieBgeschwindigkeit von
1 ml/h Medium optimale Differenzierung
von Tubuluszellen [14,15] und endothelia-
len Zellen [16] der neonatalen Kaninchen-
niere. Andere Autoren benutzten eine
,stop and go” Perfusion mit héheren Durch-
strémungsraten als 1 ml/h fir die Generie-
rung von Knorpelgewebe [17].

Da die mitotische Aktivitdt der Zellen unter
Perfusionsbedingungen reduziert wird und
dadurch der natirlichen Situation ange-
paBt wird, kénnen foetales Kalberserum
oder Wachstumsfaktoren reduziert oder
sogar weggelassen werden. Haufig kann
Serum von adulten Tierspezies verwendet

werden [8].

Perfusionskultur von Epithelien
mit unterschiedlichen Medien
von unten und oben

Alle Epithelien in unseren Organen funk-
tionieren als kontrollierende Barriere zwi-
schen zwei ganz unterschiedlichen physio-
logischen Kompartimenten. Um solche
naturalistische Bedingungen zu simulieren,
werden Epithelien z.B. fir einen Tag auf
einem Zelltrager in einer Kulturschale vor-
kultiviert. Dann werden die Zelltrager fur
14 Tage in einen Gradientencontainer
iberfiihrt (Abb. 5). Die Epithelzellen tren-
nen den Gradientencontainer in ein oberes
und unteres Kompartiment, die beide wie
unter natirlichen Bedingungen mit ganz
unterschiedlichen Medien durchstrémt wer-
den kdnnen. Renale Epithelien kénnen so
von der luminalen Seite mit urinhaltigem,
von der basalen Seite mit serumhaltigem
Medium durchstrémt werden. Die Gegen-
wart eines Mediumgradienten simuliert die
natirliche Situation, unterstiitzt die polare
Differenzierung und hdlt vekiorielle Trans-
portfunktionen aufrecht.

Apikale und basale Perfusion
von unterschiedlichen Medien
unter optischer Kontrolle

Neben einer immunhistochemischen Kon-
trolle von kultivierten Zellen ist es fur viele
Anwendungen wiinschenswert, die Zellen
wahrend ihres Wachstums oder wéhrend
eines pharmakologischen Versuchs licht-
mikroskopisch kontrollieren zu kénnen
{Abb. 6). Die auf den Trégern gewachse-
nen Zellen kénnen auf zweierlei Weise
untersucht werden. Bei Benutzung transpa-
renter Zellunterlagen werden die Trdger in
eine Kulturschale gelegt und mit einem in-
versen Mikroskop analysiert. Die Zelltréger
kénnen aber auch in eine spezielle Mikro-
skopkammer eingesetzt werden. Genau
wie beim Gradientencontainer (Abb. 5)
kénnen die Zellen in der Mikroskopkam-
mer von der oberen Seite und der unteren
Seite mit gleichen oder unterschiedlichen
Medien durchstréomt und gleichzeitig mit
einem inversen Mikroskop beobachtet wer-

den (Abb. 4.

Experimentelle Fortschritte

Es ist ein schon lang gehegter Wunsch der
Wissenschaft, Zellen und Gewebe unter
organdhnlichen Bedingungen zu kultivie-

“ren. Seit vielen Jahren ist bekannt, daf3 das

Durchstrémen der Kulturen mit Medium
[18], die Auswahl eines geeigneten Ersat-
zes fir die Basalmembran [7,9] und die



Anpassung des Mikroenvironments die
Qualitat von kultivierten Zellen entschei-
dend beeinfluft [5]. Diese Erkenntnisse
werden bis heute nur sehr zégernd berick-
sichtigt. Tatsache ist aber auch, daB die
Simulierung eines organtypischen Environ-
ments fir kultivierte Zellen mit den gegen-
wartig angebotenen PlastikkulturgefaBen
nicht méglich ist. Hat die Industrie ein recht-
zeitiges Reagieren auf Verbesserungen in
der Kulturtechnik versdumt oder fehlte
es bei der Simulierung eines natirlichen
Environments fir kultivierte Zellen an den
ausreichenden Ideen? — Wahrscheinlich
standen die relativ unhandlichen und kom-
pliziert anmutenden Gerdtschaften einer
weiten Verbreitung im Wege [18]. Aus die-
sem Grunde heraus, versuchten wir ein
zeitgemdfes System zur Erzeugung eines
organtypischen Mikroenvironment fir kulti-
vierte Zellen zu entwickeln, das moglichst
einfach und iberschaubar zu bedienen ist
{Abb. 4) und vor allem auf der traditionel-
len Kulturtechnik aufbaut (Abb. 2}. Unser
Arbeitsziel war die Qualitatsverbesserung
von kultivierten Zellen und Geweben. Des-
halb kiimmerten wir uns auch ausschlieB-
lich um Kulturexperimente, die den bisher
angewandten Techniken ungenigende Er-
gebnisse erbrachten.

Heterogen zusammen?(eseizes
Epithel in Perfusionskultur

Experimentelle Untersuchungen zeigten,
daB das embryonale Sammelrohrepithel
unter Perfusionskulturbedingungen zu ei-
nem heterogen zusammengesetzten Epi-
thel reifte, wie es auch in der erwachsenen
Niere vorgefunden wird [14,15]. Unter
diesen Versuchsbedingungen stehen die
epithelialen Zellen unter einer Kontaktinhi-
bierung, werden deshalb nicht subkultiviert
und kénnen Uber Monate wie unter den
natirlichen Bedingungen in der Niere ge-
halten werden. Mit der konventionellen
Kulturtechnik gelangen solche Experimente
nicht.

Embryonales Endothel des
mikrovaskuléren Systems
der Niere

Mit immunhistochemischen Methoden und
einem Antikérper gegen das Antigen
EnPo | im mikrovaskuléren System der Nie-
re konnte z.B. gezeigt werden, dal} em-
bryonale Endothelzellen unter Perfusion-
kulturbedingungen das gleiche Netzwerk
an GefaBstrukturen ausbilden, wie dies
auch in der sich entwickelnden Niere vor-
gefunden wird. Zum ersten Mal ist damit
das embryonale GefaBsystem fir experi-

mentelle Untersuchungen unter Kulturbe-
dingungen iber Wochen zugdnglich ge-
worden [16]. Solche Kulturen kénnen nun
genutzt werden, um den Einflu von
Wachstumsfaktoren oder den Effekt toxi-
scher und chronischer Einflisse auf em-
bryonale Zellen ohne ein Subkultivation zu
untersuchen. Mit der konventionellen Kul-
turtechnik konnten diese Experimente nicht
durchgefihrt werden.

Bioen%ineering von Knorpel-
gewebe fir die chirurgische
Implantation

Humane Chondrocyten konnten in bio-
abbaubaren Vliesen kultiviert werden.
Nach kurzer Zeit hiillten sich die Chron-
drozyten wie unter natirlichen Bedingun-
gen mit extrazellulérer Matrix ein und syn-
thetisierten z.B. die gleichen Kollagen-
fibrillen, wie sie auch im Knorpelgewebe
eines Organismus gefunden werden [17].
Kein Umschalten der natirlichen Kollagen-
synthese Typ |l wurde beobachtet. Die
Chondrocyten in Perfusionskultur zeigten
z.B. die gleichen morphologischen und
zellbiologischen Eigenschaften, wie sie
auch im nativen Knorpelgewebe gefunden
wurden. Dieses bioengineerte Knorpel-
gewebe soll in Zukunft als chirurgisches
Implantationmaterial verwendet werden.
In Experimenten unter konventionellen Kul-
turbedingungen konnte die Differenzie-
rung des Knorpelgewebes nicht erreicht
werden.

Fazit

Zusammenfassend 1aBt sich sagen, daB
Kulturexperimente unter Perfusionkultur-
bedingungen méglich wurden, die mit kon-
ventioneller Technik nicht gelangen. Unse-
re prinzipielle Erfahrung lautet: Die Qua-
litat von kultivierten Zellen kann stark ver-
bessert werden, wenn eine optimale Un-
terlage fir die Zellen verwendet wird,
wenn das Subkultivieren unterlassen wird
und wenn die Kulturen permanent mit neu-
em Medium durchstréomt werden. Qua-
litatssteigerung bei kultivierten Zellen und
Geweben wird erreicht, indem die natir-
liche Umgebung der Zellen simuliert wird.
Dies hilft das Problem der Dedifferenzie-
rung von kultivierten Zellen zu 1sen und
wird dadurch in Zukunft den Bau von artifi-
ziellen Geweben und Organen erleichtern.

Die Untersuchung wurde unterstiitzt von der
Deutsche Forschungsgemeinschaft (Mi 331/
2-5). Besonderer Dank gilt der technischen
Mitarbeit von Frau Marion Kubitza. 1992 wur-
de das Projekt mit dem Philip Morris Forschungs-
preis Herausforderung Zukunft ausgezeichnet.

Alle Teile des neuven Kultursystems sind zu be-
ziehen Uber MINUCELLS and MINUTISSUE
Vertriebs GmbH, Starenstr. 2, D-23077 Bad Ab-
bach.
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