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Von der renalen Stammzellnische zum funktionellen Tubulus

Will W. Minuth, Karl Schumacher!

ZUSAMMENFASSUNG

U Beschrieben wird ein modulares System, mit dem kiinstliche Gewebe unter
optimalen Perfusionsbedingungen hergestellt werden konnen. Das Mikromi-
lieu in den Kulturcontainern kann so gewihlt werden, dass es auf die physiolo-
gischen Bedirfnisse des jeweiligen Gewebes abgestimmt ist. Eine optimales
physiologisches Environment wird geschaffen, indem einerseits die Fliissig-
keitsphase moduliert wird und andererseits die Umgebung des wachsenden
Konstrukts mit einem kiinstlichen Interstitium versehen wird. Als Beispiel wird
erstmals die Generierung von Tubuli unter In-vitro-Bedingungen gezeigt, die
aus renalen Stammzellen entstanden sind.

Schliisselworter: Stammezellen - Niere - Epithelien - Sammelrohr - Entwick-
lung - Perfusionskultur - Tissue-Engineering
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ABSTRACT
From the Renal Stem Cell Niche to Functional Tubule

U In the present paper, a modular system to generate artifical tissues under op-
timal perfusion culture conditions is described. The microenvironment within
the culture containers can be fine-tuned to meet the physiologic needs of indi-
vidual tissues. An optimal physiologic environment is created by modulating a

Die Vielzahl von Patienten mit einer
chronischen oder akuten Nieren-
insuffizienz zeigt, dass die Nieren nur ei-
ne sehr eingeschriankte Fihigkeit zur
funktionellen Regeneration besitzen.
Vor diesem sehr ernsten klinischen Hin-
tergrund stellt sich die wissenschaftliche
Frage, warum in der erwachsenen Niere
die Regenerationsfihigkeit erloschen ist
und wie die Fihigkeit zur R egeneration
zellbiologisch supprimiert wird. Eine
ideale Therapieform wire, wenn Rege-
nerationsvorginge in der Niere indu-
ziert werden konnten. Vorstellbar ist,
dass dabei die Neubildung von Paren-
chym tber zwei ganz unterschiedliche
Wege erfolgt [1, 5]. Zum einen kdnnten
sich im Organ vorhandene Parenchym-
zellen teilen und damit erkranktes Ge-
webe erneuern. Zum anderen konnten
gewebespezifische Stammezellen akti-
viert werden, die dann durch asymme-

Hnstitut fiir molekulare und zellulire Anatomie, Uni-
versitit Regensburg.
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liquid phase as well as an artificial interstitium surrounding the growing con-
struct. For example, the generation of tubular structures derived from renal
stems cells under in vitro conditions is shown for the first time.

Key Words: Stem cells - Kidney - Epithelia - Collecting duct - Development -

Perfusion culture - Tissue engineering
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trische Zellteilungen zu Parenchymzel-
len werden und damit eine Regenera-
tion des erkrankten Gewebes bewirken.

Renale Stammzellnische

Im Fokus unserer wissenschaftlichen
Arbeiten stehen die Stammzellen der
Niere. Um diese speziellen Stammzell-
populationen mdoglicherweise thera-
peutisch nutzen zu konnen, untersu-
chen wir das extrazellulire Milieu ihres
Lebensraums. Zudem erarbeiten wir die
experimentellen Voraussetzungen, wie

Kollagene Kolokalisation mit SBA-Fasern
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unter In-vitro-Bedingungen funktio-
nelle renale Tubuli entstehen. Die Be-
sonderheit der Nierenentwicklung ist
darin zu sehen, dass dieses komplexe
Organ aus zwei ganz unterschiedlichen
Stammzellpopulationen entsteht. Dazu
gehdren einerseits die epithelialen
Stammzellen der Sammelrohrampulle
und andererseits die nephrogenen mes-
enchymalen Stammzellen [1, 4]. Vor
kurzem konnten wir zeigen, dass beide
Stammzellpopulationen eine unerwar-
tet enge strukturelle Beziehung zuein-
ander haben (Abbildungen 1A bis 1C).

Histochemische Makierungsexperi-
mente mit dem Lektin Soybean-Agglu-
tinin (SBA) zeigen, dass Mikrofasern am
basalen Aspekt der Sammelrohrampulle
ihren Ursprung haben, durch die mes-
enchymale Stammzellpopulation zie-
hen und an der Organkapsel enden [6,
8]. Immunhistochemische Markie-
rungsexperimente mit Antikorpern ge-
gen die verschiedensten interstitiellen
Proteine zeigen, dass die Mikrofasern
nicht identisch mit bisher bekannten
Strukturelementen oder Proteinen der
extrazelluliren Matrix sind (Abbildun-
gen 1D und 1E). Zudem zeigen die

Abbildungen 1A bis 1E. Stammzellnische in der
embryonalen Niere von Kaninchen: A) Markie-
rung mit Soybean-Agglutinin (SBA) zeigt Mi-
krofasern, die vom basalen Aspekt der Sammel-
rohrampulle (Amp) durch das nephrogene Mesen-
chym (Pfeile) zur Organkapsel (CF) ziehen. Mit
den Mikrofasern wird die renale Stammzellnische
dreidimensional strukturiert. B, C) Darstellung
der Mikrofasern mit dem Rasterelektronenmikro-
skop. D) Kolokalisation der SBA-positiven Fa-
sern mit Kollagen. E) Kolokalisation der SBA-
positiven Fasern mit Proteinen der extrazelluliren
Matrix (ECM). Gelegentlich ist eine partielle
Kolokalisation zu erkennen, in keinem Fall fin-
det eine komplette Kolokalisation statt. Demnach
handelt es sich bei den SBA-positiven Fasern um
neue interstitielle Strukturen.

Markierungsexperimente,  dass  die
epithelialen und  mesenchymalen
Stammzellen der Niere in einer dreidi-
mensionalen und damit speziell struktu-
rierten Nische untergebracht sind.

Gewebekultur mit Stammzellen

Ziel unserer Arbeit ist, funktionelle Tu-
bulusstrukturen aus renalen Stammzel-
len zu generieren. Dabei ist zu bertick-
sichtigen, dass die Gewebekonstrukte
nicht automatisch nach der Applikation
eines einzelnen Wachstumsfaktors ent-
stehen. Vielmehr hingt die komplexe
Entwicklung von Geweben von ganz
unterschiedlichen Faktoren ab und wird
deshalb auch auf ganz unterschiedlichen
zellbiologischen Ebenen gesteuert (Ab-
bildung 2) [3].

Zuerst miissen einzelne Zellen der je-
weiligen Stammzellpopulation durch
ein Morphogen in eine bestimmte Ent-
wicklungsrichtung gelenkt werden. Ein
spezieller Wachstumsfaktor sorgt dann
dafiir, dass sich die Zellen ausreichend
vermehren. Im Anschluss daran bilden
sie sozial agierende Zellverbande in ei-
ner engen Interaktion mit einer gewe-
betypischen extrazelluliren Matrix.
Von entscheidener Bedeutung fiir die
weitere Gewebeentwicklung sind das
Elektrolytmilieu, ein spezielles Nihr-
stoffangebot, ein gewebetypischer Sau-
erstoffgehalt und ein geeigneter pH.
Hinzu kommen natiirlich vorkom-
mende Einfllisse wie rheologischer
Stress und hydrostatischer Druck. Diese
Umgebungsparameter sind in einer Pe-
tri-Schale nicht zu erzeugen. Aus die-
sem Grund werden funktionelle Gewe-
bekonstrukte mit innovativen Perfusi-
onskulturen hergestellt (Abbildung 3).

Zell-Zell-Kontakte

Y
e

Wachstumsfaktoren Nahrstoffe

Extrazellulare Matrix

Abbildung 2. Die Entwicklung von funktio-
nellen Geweben wird durch ganz unterschiedli-
che Einfliisse gesteuert.
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Abbildungen 4A und
4B.  Modulierung  der
Differenzierung in einem
renalen — Sammelrohr-
epithel nach Gradienten-
kultur:  A)  Epithelien
entwickeln  bei  unter-
schiedlicher Salzbeladung
unterschiedliche Differen-
zierungsprofile. B) Aus-
bildung von unterschied-
lichen  Differenzierungs-
eigenschaften.
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Abbildungen 3A bis 3D. Perfusionskultur: A) Embryonales
Gewebe wird mikrochirurgisch isoliert und in einen Gewebetrd-
ger (Gewebeauflage 6 mm, Gesamtdurchmesser 13 mm) ge-
spannt. B) Kulturcontainer mit eingelegten Gewebetrigern und
mit permanenter Erneuerung des Mediums. C) Kulturvon Ge-
webe in einem Gradientencontainer. D) Bei der Gradienten-
kultur wird immer neues Medium von einer Peristaltikpumpe
angesaugt (links) und zum Gradientencontainer transportiert.
Zur Eliminierung von Luftblasen ist ein Gasexpandermodul
vorgeschaltet. Das verbrauchte Medium wird in Abfallflaschen

gesammelt (rechts).
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Abbildungen 5A und 5B. Kultur von Gewebe in Kulturcontainern mit einem kiinstlichen Inter-
stitium: A) Reduzierung des Totraumvolumens und Einsetzen eines kiinstlichen Interstitiums. B)
Generierung von Tubulusstrukturen aus renalen Stammzellen, Markierung mit Lektinen und An-

tikorpern.

Stammzellpopulationen  gewinnen
wir aus der Niere von neugeborenen
Kaninchen. Im Vergleich zu anderen
Spezies hat dies den Vorteil, dass fiir Ge-
webekulturen sowie fur zellbiologische
und biochemische Experimente Mate-
rial in geniigender Menge gewonnen
werden kann. Dazu wird die Organkap-
sel mit anhaftendem embryonalem Ge-
webe mikrochirurgisch isoliert [2]. Das

Hiutchenpriparat wird dann auf einen
Gewebetriager mit einem Durchmesser
von 6 mm aufgespannt (Abbildung 3A).
Optimale Ernihrungsbedingungen fiir
das embryonale Gewebe werden er-
zeugt, indem die Gewebetriger in einen
Perfusionskulturcontainer  eingesetzt
werden, der kontinuierlich mit immer
frischem Kulturmedium durchstromt
wird (Abbildung 3B). Die Kultur fiir

Epithelien wie unter natiirlichen Be-
dingungen kann erzeugt werden, indem
die Gewebetriger in eine Gradienten-
kammer eingelegt werden (Abbildung
3C) [7]. Nach SchlieBen des Deckels
konnen die Kulturen mit unterschiedli-
chen Medien auf der luminalen und ba-
salen Seite durchstromt werden. Das ge-
samte Kultursystem wird auf einem La-
bortisch betrieben (Abbildung 3D). In
den verwendeten gaspermeablen Sili-
conschliuchen erfolgt die Oxygenie-
rung des Kulturmediums, dementspre-
chend ist das Medium gegen atmo-
sphirische Luft dquilibriert. Eine Peri-
staltikpumpe transportiert das Kultur-
medium mit 1 ml/h, und eine Wirme-
platte mit Abdeckung liefert die richtige
Temperatur. Eventuell entstehende
Luftblasen werden in einem Gasexpan-
dermodul eliminiert, bevor das Me-
dium den Kulturcontainer erreicht. Da-
bei wird der Sauerstoftgehalt des Me-
diums nicht negativ beeinflusst. Das
verbrauchte Medium wird dann in Fla-
schen gesammelt und nicht wieder re-
zirkuliert. Auf diese Weise lassen sich
unter sehr reproduzierbaren Bedingun-
gen Gewebekulturen flir viele Wochen
serumfrei und unter optimalen Bedin-
gungen generieren.

Modulation
der Gewebedifferenzierung

Vollig neu war die Erfahrung, wie sensi-
tiv embryonale Sammelrohrepithelien
auf’ Umgebungsverinderungen reagie-
ren (Abbildung 4). Werden z.B. die
Epithelien fiir 14 Tage auf der luminalen
und basalen Seite mit serumfreiem
IMDM in einer Gradientenkammer ge-
halten, so zeigen nur wenige Zellen Re-
aktion mit einem Antikorper, der die
darin enthaltenen Hauptzellen (,,princi-
pal cells*) erkennt (Abbildungen 4A und
4B; luminal wenig NaCl). Werden dage-
gen dem luminalen IMDM 12 mmol/]
NaCl zugegeben, so veriandert sich das
Differenzierungsprofil drastisch (Abbil-
dungen 4A und B; luminal viel NaCl).
Fast alle Zellen werden jetzt von dem
Antikorper markiert. Wird am 15. Tag
NaCl wieder reduziert, so ist zu erken-
nen, dass einzelne Eigenschaften erhalten
bleiben, wihrend andere im Laufe von
Tagen verloren gehen (Abbildung 4B).
Die Resultate der Gradientenkultur
zeigen, dass das Elektrolytmilieu einer-



seits einzelne Differenzierungseigen-
schaften zu induzieren vermag und an-
dererseits spezielle Eigenschaften auf-
rechterhilt. Ubertrigt man diese Ergeb-
nisse auf die Auswahl bzw. Verwen-
dung von Kulturmedien, so wird deut-
lich, dass geeignete Medien flir die Ge-
webekultur zukiinftig entwickelt wer-
den miissen, da diese im Handel bisher
nicht erhiltlich sind.

Interstitium fiir Gewebekonstrukte

Aus Stammzellen entstehen zuerst Ge-
webe mit embryonalen, spiter dann mit
funktionellen Eigenschaften. Durch
Anpassung des extrazelluliren Raumes
versuchen wir zusitzlich die Eigen-
schaften von Gewebekonstrukten zu
verbessern. Dabei muss das Mikromi-
lieu zwischen dem reifenden Gewebe
und dem in den Kulturcontainer ein-
stromenden Medium entscheidend ver-
bessert werden (Abbildung 5A).
Normalerweise umgibt ein Gewebe-
konstrukt in einer Kulturschale oder in
einem Perfusionscontainer viel Me-
dium, d.h., es ist ein grofes Totraumvo-
lumen vorhanden (Abbildung 5A).
Durch Reduktion der Kammergeome-
trie lisst sich das Totraumvolumen ver-
kleinern, aber nicht minimalisieren. Aus
diesem Grund werden von uns Poly-
estervliese als kiinstliches Interstitium in
das restliche Totraumvolumen des Kul-
turcontainers eingelegt. Mit dieser Me-
thode konnen die FlieBeigenschaften
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des Mediums entscheidend verbessert
werden. Durch die Auswahl von unter-
schiedlichen Vliesen lassen sich zudem
inhibitorische und wachstumsfordern-
de Effekte auf das benachbart wachsen-
de Gewebe ausiiben. Kulturexperimen-
te mit renalen Stammzellpopulationen
zeigen erstmals, dass sich mit dieser Me-
thode Tubulusstrukturen generieren
lassen. Das Differenzierungsprofil der
Tubuli kann mit Antikérpern oder Lek-
tinen analysiert werden. Funktionelle
Zellen konnen mit PNA, SBA, Cox-2
und TROMA-1 nachgewiesen werden
(Abbildung 5B). Markierung mit PCD
Amp1 dagegen zeigt, dass neben adulten
auch noch embryonale Eigenschaften in
den Konstrukten enthalten sind [8].

Ausblick

Sehr viel ist bisher tiber himatopoeti-
sche Stammezellen und deren Reifung
bekannt, viel weniger wissen wir tiber
die adulten Stammzellen in den einzel-
nen Geweben und Organen. Beim Ar-
beiten mit Stammzellen lernen wir, dass
die beiden Zellpopulationen der Niere
in einer sehr speziell strukturierten
Nische vorkommen. Histochemische
Markierung mit SBA zeigt, dass hier ei-
ne besondere extrazellulare Matrix aus-
gebildet ist, die die Entwicklung der
Stammzellen beeinflusst. Mit Hilfe in-
novativer Kulturtechniken wollen wir
zukiinftig erarbeiten, wie ein optimales
Umgebungsmilieu fiir die Entwicklung
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der renalen Stammzellen zusammenge-
setzt ist und wie die Differenzierung si-
cher gesteuert werden kann.

Anmerkung: Informationen zum Kultursystem
unter www.minucells. de
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