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Testverfahren mit Leberzellkulturen
Mikroreaktor statt Tierversuch

Europaweit arbeiten Forscher an Messverfahren, mit denen sich schadliche
Nebenwirkungen von Medikamenten ohne Tierversuche bewerten lassen. Viele
dieser alternativen Methoden aber bereiten noch Probleme. In einem europai-
schen Verbundprojekt wurde deshalb ein Mikrobioreaktor entwickelt, in dem
sich Leberzellproben sehr gut kultivieren lassen. Anders als im Tierversuch kann
man damit erstmals live mitverfolgen, wie eine Substanz auf das Gewebe wirkt.
Der Bioreaktor ist somit ein erster Schritt, um zukiinftig einen Teil der zur Medi-
kamentenentwicklung notwendigen Tierversuche zu reduzieren.

Die Zahl der Tierversuche in der Forschung soll kiinftig deutlich verringert werden. So
hat die Europaische Union mit der EU-Kosmetikverordnung 2013 unter anderem den
Handel von Kosmetika verboten, deren Inhaltsstoffe mit Hilfe von Tierversuchen geprift
wurden. Doch nicht nur in der Kosmetikindustrie, auch in der medizinischen Forschung
fallt der Umstieg auf alternative Verfahren schwer. In vielen Fallen fehlt es an Metho-
den, um die Giftigkeit von Substanzen zu testen. Zahlreiche Forschergruppen arbeiten
an neuen aussagekraftigen Verfahren.

Besonders vielversprechend sind unter anderem Testverfahren mit Leberzellkulturen. Die
Leber ist das wichtigste Entgiftungsorgan des Korpers. Daher ist es sinnvoll, die Giftig-
keit, die Toxizitat, von Substanzen an Leberzellen zu untersuchen. Dazu muss sicherge-
stellt werden, dass alle Zellen gleichmaBig mit den Prifsubstanzen in Berihrung kom-
men. Zum anderen besteht das Problem, dass Leberzellen in LaborgefaBen meist schon
nach wenigen Tagen absterben. Langzeitversuche, bei denen ermittelt wird, wie sich eine
giftige Substanz langfristig auf einen Organismus auswirkt, sind damit kaum maglich.

Reaktion der Leberzellen in Echtzeit verfolgen

In dem Projekt »HeMiBio« haben Forscher vom Fraunhofer-Institut fir Zelltherapie und
Immunologie IZI in Potsdam zusammen mit Partnern von der Hebrew University in
Jerusalem einen Mikrobioreaktor entwickelt, in dem Leberzellen Gber einen Zeitraum
von einem Monat gehalten und beobachtet werden kénnen. Die Besonderheit besteht
darin, dass die Forscher die Reaktion der Leberzellen auf die toxischen Substanzen un-
mittelbar und live mitverfolgen kénnen. »Sowohl im Tierversuch als auch in herkdmmli-
chen Laborversuchen fihrt man bislang in der Regel Endpunkt-Messungen durch,
sagt Dr. Claus Duschl, am IZI Leiter der Abteilung Zellulare Biotechnologie. »Dabei ver-
abreicht man verschiedene Dosen eines Wirkstoffs und analysiert anschlieBend das
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Sensoren messen den Sauerstoffverbrauch

Ganz anders der Mikrobioreaktor: Mithilfe winziger Sensoren wird in Echtzeit ermittelt,
wie viel Sauerstoff die Leberzellen gerade verbrauchen. Bei angeregtem Stoffwechsel
ist der Verbrauch hoch. Stirbt die Zelle ab, sinkt auch der Sauerstoffverbrauch. Zellbio-
logen kénnen heute an dessen Verlauf sogar ablesen, welche Stoffwechselprozesse zu
einem bestimmten Zeitpunkt in Zellen ablaufen. Das machen sich die HeMiBio-Projekt-
partner zunutze. Gibt man eine toxische Substanz hinzu, nehmen die Sensoren des
Mikroreaktors genau wahr, wie sich der Sauerstoffverbrauch verandert. So lasst sich
exakt erkennen, welche Stufen im Stoffwechselprozess der Wirkstoff beeinflusst oder
unterbricht. »Im Projekt haben wir mit unseren Kooperationspartnern, Zellbiologen von
der Hebrew University in Jerusalem, die Vermutungen Uberprift, indem genau jene
Substanzen ersetzt wurden, deren Produktion durch den Giftstoff blockiert wird«,
erlautert Duschl. »Tatsachlich liefen danach die anschlieBenden Stoffwechselschritte
ungestort weiter.«

Eine Aufgabe der Mitarbeiter von Duschl bestand darin, das von vielen kleinen Kanalen
durchzogene Reaktorgefa3 zusammen mit den Partnern aus Israel zu designen. Dabei
mussten sie darauf achten, dass alle Zellen gut mit Nahrmedium versorgt werden, da-
mit sie sich fein verteilen und nicht verklumpen. Diese Feinverteilung aber brachte eine
Schwierigkeit mit sich: Je feiner die Zellen verstreut sind, umso schwacher sind die
Signale, die der Sensor empfangt. »Wir brauchten also eine Sensortechnologie, mit der
man sich den Zellen moglichst stark annahern kann, die aber die Zellen andererseits
nicht beeinflusst und so die Ergebnisse verfalscht.« Das IZI-Projektteam kam auf die
Idee, kleine Polymerpartikel zu verwenden, die mit Farbstoffen versetzt sind. Diese
Farbstoffe geben phosphoreszierendes Licht ab: Bestrahlt man die Farbstoffe mit mono-
chromatischem Licht einer LED, werden einzelne Elektronen angeregt und auf ein
hoheres Energieniveau gehoben. Innerhalb von Sekundenbruchteilen fallen die Elektro-
nen auf das urspriingliche Energieniveau zurtck. Dabei wird die Gberschissige Energie
als Phosphoreszenzlicht abgegeben. Die Zeit, die die Elektronen fir diese Abregung
bendtigen, hangt direkt von der Sauerstoffkonzentration in der Umgebung ab. »Der
Zeitverlauf der Abregung signalisiert uns also, wie aktiv der Stoffwechsel gerade ist
oder wie sich eine toxische Substanz auswirkt.« Das ist nicht zuletzt wichtig, um die
Wirkungsweise bestimmter Substanzklassen besser zu verstehen, um einzuschatzen,
warum welche Stoffe giftig sind oder auch um Medikamente zu verbessern.

Stoffwechselprozesse nachahmen

Dass der Mikrobioreaktor funktioniert, haben die Kooperationspartner bewiesen. Noch
ist aber einiges zu tun. Da in der Leber verschiedene Zelltypen aktiv sind, wollen die
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wir die Stoffwechselprozesse noch besser nachahmen, sagt Duschl. Sogar Gewebe

aus verschiedenen Organen konnten einst in einem Reaktor dieser Bauart kombiniert
werden. »Bis dahin, sagt Duschl, »ist es aber noch ein weiter Weg.«

Am Projekt HeMiBio sind auch Forscher vom Fraunhofer-Institut fir Zuverlassigkeit und
Mikrointegration IZM in Berlin beteiligt. Zusammen mit Kollegen aus Belgien entwi-
ckeln sie ein weiteres Reaktorformat mit sehr komplexen fluidischen Strukturen. Erste
Testmessungen sind im Gange und zeigen vielversprechende Resultate.

HeMiBio - die Projektpartner:

¢ Fraunhofer-Institut fur Zelltherapie und Immunologie IZI, Potsdam

e Fraunhofer-Institut flir Zuverlassigkeit und Mikrointegration IZM, Berlin

¢ Medicyte GmBH, Heidelberg

¢ Medizinische Hochschule Hannover

o Universitatsklinikum Freiburg

e The Hebrew University of Jerusalem, Israel

¢ Interdepartmental Stem Cell Institute Katholieke Universiteit Leuven, Belgien

¢ Center for Molecular and Vascular Biology Katholieke Universiteit Leuven, Belgien

e Interuniversitair Micro-Electronica Centrum V.z.w., Belgien

e \rije Universiteit Brussel

e Universitetet i Oslo

e Universitetet i Tromsg, Norwegen

e Institut d'Investigacions Biomeédiques August Pi i Sunyer, Spanien

e Centre Suisse d'Electronique et Microtechnique SA — Recherche et Développement,
Neuchatel, Schweiz

¢ Inserm Transfert SA, Frankreich

Die Europaische Union und Cosmetics Europe fordern das Projekt
HeMiBio. Es ist Teil der SEURAT-1-Initiative.

Weitere Informationen: www.hemibio.eu
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Aufbau des Bioreaktors mit Mikrofluidik (im Bild oben). Mikroparti-
kel (Oxygen Probes) mit den Zellen im Hintergrund (im Bild unten).
© Fraunhofer 1ZI und Hebrew University of Jerusalem | Bild in Farbe
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Prototypen des Bioreaktors
HeMiBio zur Langzeitkulti-
vierung von Leberzellen (Bild
oben, Mitte, unten).
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