. MINUSHEET —~ Mehr Effizienz bei
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1 Die weite Anwendung der konventionellen Zellkultur

Biomedizinische Forschung ohne ein Zellkulturlabor ist fast nicht mehr denkbar.
Zwei ganz unterschiedliche Fragestellungen werden mit den kultivierten Zellen be-
arbeitet (1-4). Einerseits mochte man mit kontinuierlichen Zellinien moglichst vie-
le Zellen gewinnen, um eine moglichst groBe Menge an Zellsubstanz, sezernierten
Antikorpern, an synthetisierten Medikamenten oder sonstigen in das Kulturmedium
abgegebenen Bioprodukten zu ermnten. Andererseits kommt es bei vielen Kulturex-
perimenten gar nicht so sehr auf die Menge der kultivierten Zellen an, vielmehr
mochte man fiir toxikologische oder funktionelle Fragestellungen eine besonders
gute Qualitdt von relativ wenigen Zellen erhalten. Fiir diese Experimente werden
neben den kontinuierlichen Zellinien hiufig die sogenannten Primarkulturen heran-
gezogen. Bei dieser Methode werden einzelne Zellen aus ihrem komplexen Organ-
verband herausgelst und in Kultur gebracht, um unter in vitro Bedingungen an ei-
nem klar definierten Zelltyp und ohne die Interaktionen eines Organs eine spezifi-
sche Funktion zu untersuchen. Wihrend im ersten Fall die Kuitur von groBen Zell-
mengen mit den kontinuierlichen Zellinien nach Auffassung der Biotechnologen
keinerlei Probleme mehr bereitet, liegen die organspezifischen Kulturen in der
Mehrzahl der Fille mit ihrer Qualitit und Verfiigbarkeit weit hinter dem, was ei-
gentlich von ihnen erwartet werden konnte.

1.1 Die Zellkultur geniigt hiufig nicht den Qualititsanspriichen

Wo sind die Griinde fiir eine mangelnde Qualitiit an kultivierten Zellen zu suchen?
Eine Primirkultur wird im typischen Fall angelegt, indem einzelne Zellen aus dem
Gewebeverband enzymatisch herausgelost werden und nach mehreren Waschschrit-
ten in petrischalendhnliche KulturgefdBe aus durchsichtigem Polystyrol iiberfiihrt
werden (3). Die isolierten Zellen haften auf dem angebotenen Kulturschalenboden
mehr oder weniger gut an und beginnen sich zu teilen. Je nach Herkunft der Zellen
und je nach Zusammensetzung des Kulturmediums kann unter optimalen Bedingun-
gen ein konfluenter Monolayerzellrasen erwartet werden, der dann fiir die geplanten
in vitro Experimente Verwendung findet. Haufig jedoch folgt die Enttduschung. Ob-
wohl die Kulturen gut proliferieren und kontaminationsfrei aufgezogen wurden, rea-
gieren die kultivierten Zellen nicht in der gleichen Weise, wie dies vom Organ her
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bekannt ist, aus dem die Zellen urspriinglich herstammen (1, 2). Die Zellen haben
vielfach ihr typisches Aussehen verindert, die Reaktion auf Hormone oder Pharma-
ka ist anders als im Organ, Enzymsysteme sind heruntergeregelt oder gar nicht mehr
exprimiert und spezielle Oberflichenantigene gingen verloren. Diese Verinderun-
gen an kultivierten Zellen kénnen schon innerhalb von wenigen Stunden nach ihrer
Isolierung auftreten. Der Verlust von solchen spezifischen Eigenschaften an kulti-
vierten Zellen wird als Dedifferenzierung oder Entdifferenzierung bezeichnet (7, 8).

1.2 Das Phenomen der Dedifferenzierung:

Die Ursachen fiir eine solche zellulire Dedifferenzierung sind vielfiltig. Man sollte
davon ausgehen, dall Organzelien in gewisser Weise «soziale Wesen» sind. Werden
die von den Nachbarschaftsbeziehungen behiiteten Organzellen aus ihrer natiirli-
chen Umgebung herausgerissen, dann verlieren sie ihre dreidimensionale Orientie-
rung. Die Zell-Zell-Kontakte wie auch die Verankerung auf der Basalmembran oder
der perizelluldren Matrix gehen verloren. Speziell polarisierte Zellen benétigen ei-
ne individuelle Atmosphiire. Epithelzellen aus der Niere z. B. sind unter natiirlichen
Bedingungen von oben dem urinhaltigen und unten einem serumbhaltigen, also zwei
ganz unterschiedlichen Milieubedingungen ausgesetzt. Werden diese polarisierten
Zellen in KulturgefiBe iiberfiihrt, so erhalten sie von nun an von allen Seiten das
gleiche Kulturmedium, d.h. sie sind cinem permanenten «biologischen Kurz-
schluB» ausgesetzt. In Kultur gebracht, beginnen die Zellen sich dann permanent zu
teilen, was sie innerhalb eines Organs nur sehr selten taten. Sie unterliegen jetzt
nicht mehr der sogenannten Kontaktinhibierung, wie sie innerhalb eines gesunden
Organs oder Gewebeverbandes gegeben ist. Eine Zelle aber, die sich teilt, kann
gleichzeitig nicht in differenzierter Form vorliegen. — Kurz und gut:

2 Die Notwendigkeit — ein neues Konzept

Die unzureichende Differenzierungsqualitit unserer eigenen kultivierten Nierenzel-
len veranlafite uns, eine grundlegend neue Zellkultur-Methode zu erarbeiten (9—12).
Mit dieser Methode sollten Milieubedingungen erzeugt werden, wie sie auch inner-
halb der Niere oder auch in anderen Organen vorgefunden werden.,

2.1 Mehr Effizienz — Perfusionskultur

Unsere Arbeitsgruppe ist an der Regulation des Salz- und Wasserhaushaltes in der
Niere interessiert. Fiir unsere Untersuchungen sollten deshalb Zellen aus dem Sam-
melrohr der Sidugemiere kultiviert werden, die in moglichst vielen Punkten den
Sammelrohrzellen in der Niere entsprachen (6). Fiir diese Experimente gab es drei
Vorgaben: Erstens sollten die Zellen auf einer individuell auswihlbaren Unterlage
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3.2 Perfusionskultur

24 Stunden nach Beginn der Vorkultur wurden sechs Sammelrohrepithelien auf der
MiNuUSHEET-Zellhalterung mit einer feinen Pinzette in den Perfusionskulturbehl-
ter iiberfiihrt (Abb. 3) und dhnlich wie Miinzen in einer Geldrolle gestapelt. Durch
einen unteren Einstromkanal und einen oberen AuslaB kann fiir beliebig lange Zeit
jetzt immer frisches Kulturmedium durch den Perfusionskulturbehilter durchstrémt
werden. In unserem Fall wurden die Sammelrohrepithelien mit IMDM/25 mM
Hepes und 1% antiobiotisch-antimykotischer Losung (Gibco Life Technology,
Eggenstein, FRG) fiir 13 Tage mit immer neuem Medium perfundiert. Dabei wur-
den die Zellen nicht subkultiviert. Das Medium wurde in Schott Glasflaschen (500
ml), die mit speziellen Schraubkappen versehen waren, aufbewahrt. Medienfla-
schen, Kulturbehilter und Auffangflasche wurde iiber Silikonschlduche mit einem
Innendurchmesser von 1 mm iiber Standard-Luerverschliisse verbunden. Die
Durchstromungsrate des Kulturmediums betrug wihrend der gesamten Versuchs-
dauer 1 mi/h.

3.3' Perfusionskulturmedien

IMDM/25 mM HEPES mit 1% antibiotisch-antimykotischer L6sung diente als Kon-
trollmedium. Aldosterone (1 X 1077 M), Vasopressin (1 X 10°® M), und Insulin (1 X
105 M) wurden den Medien in den einzelnen Versuchen beigefiigt.

Samtliche Kulturmedien wurden von Gibco-BRL Life Technologies (Eggenstein,
FRG), Aldosteron (Aldocorten) von Ciba Gegby Wehr (Baden, FRG), Vasopressin
(AVP) und Insulin von Sigma (Deisenhofen, FRG) bezogen.

3.4 Ergebnisse

Mit unseren bisherigen Experimenten konnten wir zeigen, daB in der Perfusionskul-
tur neben hellen Principal-Cells in unterschiedlichem AusmaB auch dunkle Inter-
calated Cells zu erzeugen sind (10-12), wie dies von der Niere her bekannt ist (5).
Histochemische Analysen mit fluorezierenden Peanut-Agglutinin ergaben, daB} die
dunklen Zellen dem B-Typ der Intercalated Cells zugeordnet werden kénnen (13).
Die Anzahl der dunklen Zellen vom B-Typ konnte mit hormonellen Zusitzen beein-
fluflt werden: Wihrend in Kontrollen ohne Hormonzusatz nur etwa 8% dunkle Zel-
len gefunden wurden, konnte in Aldosteron behandelten Epithelien 72% und in Al-
dosteron/Insulin behandelten sogar 90% dunkle Zellen festgestellt werden. Dage-
gen wurden in Aldosteron/Vasopressin behandelten Epithelien nur 44% dunkle Zel-
len gefunden. Vasopressin oder Insulin allein vermochte nur 15% dunkle Zellen zu
bilden. Die Versuche belegen, daf} iiberraschenderweise das Steroidhormon Aldo-
steron die Bildung von dunklen Zellen zu steuern vermag (12). Derartige Ergebnis-
se waren mit der bisherigen Zellkulturmethode nicht zu erzielen.
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4 Allgemeine Perspektiven mit der neuen Technik

Mit der vorgestellten Methode lassen sich ganz neue Versuche in Zukunft durch-
fiihren. Epithelien der Sdugerniere konnen jetzt von luminal und basal in ganz un-
terschiedlichen Fliissigkeiten kultiviert werden. Damit lassen sich z. B. mit der neu-
en Technik erstmals die hohen (1200 m Osm) und niedrige (150 m Osm) Fliissig-
keitsgradienten simulieren, wie sie im corticopapillaren Verlauf der Niere an den
Epithelien vorgefunden werden.

Ein weiteres Forschungsfeld sind Leberzellen, die mit der Perfusionsmethode ohne
Subkultivation iiber einen Zeitraum von mehreren Monaten kultiviert werden kon-
nen. Die Methode erméglicht auBerdem, daB sich in Kultur ein Blut- und Gallen-
kompartiment experimentell aufbauen 14Bt. Dadurch lassen sich z. B. von einer Sei-
te der Zellen Pharmaka zuleiten und auf der anderen Seite konnte dann das metabo-
lisierte Produkt kontinuierlich untersucht werden.

Endothelzellen als Innenauskleidung von BlutgefaBen konnen jetzt unter nahezu
natiirlichen Bedingungen kultiviert werden, da siamtliche rheologische StreBfakto-
ren wie FlieBgeschwindigkeit und Druck auf eine sehr einfache Art simuliert wer-
den konnen.

Mit der neuen Technik lieBe sich ganz ideal ein Blut/Hirnschrankenmodell aufbau-
en. Dazu konnten Endothelzellen auf der einen Seite, Astrozyten auf der anderen
Seite der MINUSHEETS kultiviert werden. Unter optimalen Bedingungen lieBen sich
in der Gradientenkammer dann Permetationsversuche mit den verschiedensten Sub-
stanzen durchfiihren, um festzustellen, ob diese Substanzen die artifizielle Blut-
Hirnschranke iiberwinden kénnen.

Facit

Die neue Perfusionskulturmethode liefert mehr Effizienz in der Zellkulturtechnik
als bisher verfiigbar. Adherente Zellen konnen in hoher Differenzierungsqualitit,
unter eindeutig standardisierbaren Bedingungen, sowie unter organspezifischen Mi-
lieuverhiltnissen gehalten werden. Bis zu 50% des Kulturmediums kénnen mit der
neuen Technik eingespart werden. Alle Teile des Zellkultursystems sind keine Ein-
wegartikel, sondern beliebig oft wiederverwertbar. Die MINUSHEET-Technik kann
in Zukunft dazu beitragen, organspezifische Zellkulturen entscheidend zu verbes-
sern und damit die kultivierten Zellen auch vergleichbarer mit den dazugehérigen
Organstrukturen werden zu lassen.
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Anmerkung.

Alle Teile der MinusHEET-Technik sind jetzt in Serie aufgelegt und zu bezichen
iiber Minucells und Minutissue GmbH, Starenstr. 2, D-8403 Bad Abbach, FRG.

Die Untersuchung wurde unterstiitzt durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(Mi 331/2-5). Besonderer Dank gilt meiner technischen Mitarbeiterin Frau Marion
Kubitza. Die neue Zellkulturmethode wurde 1992 mit dem Philipp Morris For-
schungspreis Herausforderung Zukunft ausgezeichnet.
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