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Dreidimensionales wachst
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Dreidimensionale Zellmodelle bilden die Situation im lebenden Organismus besser ab als zweidimensio-

nale; sie eignen sich aber hdufig nicht fiir Hochdurchsatzverfahren. Neue 3-D-Systeme mit fixierter

Position der Zellen kénnten dies dndern.

¢ In tierischen Zellen spielen an-
dere Wirkmechanismen eine Rolle
als im Menschen. Daher sind Tier-
versuche nur begrenzt auf den
Menschen tbertragbar, und phar-
mazeutische Wirkstoffe werden
immer umfangreicher in Zellkul-
turmodellen getestet. Aufgaben wie
Wirkstoffscreenings in Substanzbi-
bliotheken sind sogar nur in der
Zellkultur (in vitro) zu erledigen,
da Tierversuche (in vivo) hierfur
viel zu teuer waren. Die Krebsfor-
schung nutzt die Zellkulturmodelle
besonders intensiv. Antikdrper und
Interferone gehoren zu den Medi-
kamenten, die zellbasiert herge-
stellt werden.

Auch die kosmetische Industrie
nutzt Zellkulturmodelle, da Tier-
versuche fur bekannte Substanzen
in der Europdischen Union seit
letztem Jahr verboten sind. Ersatz-
methoden fir Tierversuche wird es
auch immer starker fur Sicherheits-
untersuchungen bei Kosmetika ge-
ben — hier sind Tierversuche noch
vorgeschrieben. Dartiber
die

schung, die regenerative Medizin

nutzen
biologische  Grundlagenfor-
und die Stammzellforschung Zell-
kultursysteme.

Die seit dem Jahr 2008 in
Europa gultige Chemikalienverord-
nung Reach schreibt umfangreiche
sicherheitstoxikologische Untersu-
chungen vor. Die Zahl zusatzlicher
Tierversuche im Rahmen von
Reach fiel dabei geringer aus als er-
wartet. Ein Grund dafur ist der
Einsatz von Zellkulturverfahren.

Unterschiede von 2-D-
und 3-D-Zellkulturen

@ Das seit Jahrzehnten etablierte
Standardverfahren fur Zellkulturen
ist die zweidimensionale Kultur in
Petrischalen und Kulturflaschen.
Dabei bilden sich einlagige Schich-
ten, in denen Zellen nebeneinander
am Untergrund des GefafSes haften;
sie verhalten sich aber anders als in
vivo.

Der Vorteil von 2-D-Zellkulturen
ist die einfache Handhabung; sogar
im Labor ungetbte Personen kon-
nen sie nutzen. Die Kultursysteme
sind zudem kostengunstig, sie sind
in vielen Groflen erhaltlich, und
Zelllinien lassen sich in ihnen zu
grofSen Mengen vermehren. Aus ei-
ner Anfangsmenge von einer Milli-
on Zellen — der tblichen Zellmenge
einer Gewebeentnahme — ist nach
typischen 50 Zellteilungen eine
Zellmasse entstanden, die der von
zehn Millionen Menschen ent-
spricht.

Wesentlicher ~ Nachteil  der
2-D-Zellkultur ist, dass darin pri-
mare Zellen innerhalb weniger Ta-
ge ihre ursprunglichen Funktionen
verlieren. Dartiber hinaus ist das
Verhaltnis von Mediumvolumen zu
Zellzahl ungunstig. Dies erschwert
die folgende Analytik. Selbst mit
humanen Zellen lassen sich die Er-
gebnisse des In-vitro-Versuchs nur
begrenzt auf die In-vivo-Situation
ubertragen.

Bei dreidimensionalen Zellkul-
turen gibt es mit Spharoiden und
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offenporigen Schwammen bei den
passiven, statischen Systemen und
mit Hohlfaserbioreaktoren bei den
aktiven, durchstromten Systemen
bereits einige etablierte Verfahren.
Ihr Vorteil liegt darin, dass die Zel-
len ihre organotypischen Funktio-
nen langer behalten. Die Ergebnis-
se sind deutlich besser auf die In-
vivo-Situation tibertragbar. So kon-
nen sie in gewissem Umfang Tier-
versuche ersetzen.

Nachteilig an 3-D-Kultursyste-
men ist, dass sie deutlich teurer
und oft komplizierter in der Hand-
habung sind. Die Analytik, die zur
Bewertung der Zellkultur erforder-
lich ist, ist zudem anzupassen oder

neu zu entwickeln. -
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Abb. 1. Aufteilung des Zellkulturmarkts in 2-D-, 3-D- und andere
(Quelle fiir beide Abbildungen: GBI
Research, Transparency Market Research, HTS tec, 300 Microns)

Systeme im Jahr 2013.

2-D-In-vitro-
Toxizitdtsassays
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Abb. 2. Voraussichtliche Marktentwicklung von In-vitro-Toxizitdtsassays bis zum Jahr 2018.

Derzeitige 3-D-Zellkulturtechnik

& Aggregationstechniken wie
Spharoidbildung storen ab einer
kritischen Grofle von typischer-
weise 300 Mikrometern diffusions-
bedingt die Versorgung mit Nahr-
stoffen und den Abtransport von
Abfallstoffen. Die Zellen im Innern
solcher Aggregate sterben ab.

Geruststrukturen fur 3-D-Aggre-
gate sind haufig bei der folgenden
Analytik problematisch, da die Zel-
len schlecht zurtickgewonnen wer-
den konnen. Auflerdem treten bei
der Mikroskopie Schwierigkeiten
durch Lichtstreuung und -bre-
chung auf.

Hohlfasern bilden Gradienten in
longitudinaler und radialer Rich-
tung. Die Medienversorgung ge-
schieht haufig nur durch Umstro-
men, nicht durch Durchstromen.

Die heutigen 3-D-Zellkultursys-
teme sind generell schlecht auto-
matisierbar und lassen sich da-
durch bislang kaum hochdurch-
satzfihig gestalten. Diese Probleme
sind noch zu losen, bevor die
3-D-Zellkulturtechnik standardma-
Big bei der Entwicklung neuer Arz-
neimittel einsetzbar ist.

Neue 3-D-Zellkulturtechnik

@ Folienbasierte Testsysteme fur
3-D-Zellkulturen produziert in
Eggenstein-Leopoldshafen  das
Unternehmen 300Microns. In die
transparenten Folien sind mikro-
skopisch kleine Vertiefungen — Mi-

krokavitdten — eingebaut. Zellver-
bande lassen sich darin tber Zeit-
raume von vielen Tagen fixieren
und ortsaufgelost mikroskopieren.
Die GrofSe der Mikrokavitaten ah-
nelt dem typischen Abstand zwi-
schen Blutkapillaren und bildet so
die In-vivo-Situation nach. Das
Unternehmen entwickelte das
Smart-Verfahren, um die 3-D-Fo-
lienkavititen zu mikroformen, zu
modifizieren und kostengunstig in
hohen Stiickzahlen herzustellen.
Die Produkte nutzen der biologi-
schen und chemischen Grundla-
genforschung, der pharmazeuti-
schen Wirkstoffentwicklung (New
Chemical Entities), In-vitro-Toxi-
zitatsassays, der Stammzellfor-
schung und der regenerativen Me-
dizin. Mit derselben Zahl an Zel-
len lassen sich nun 3-D-Modelle
aufbauen, welche die In-vivo-Si-
tuation besser abbilden als bis-
lang. Beim Grunderwettbewerb
Science 4 Life gehort 300Microns
mit seinem Geschaftskonzept zu
den Siegern 2014.

Zellkulturmarkt

@ Der weltweite Zellkulturmarkt
erzielte im Jahr 2013 einen Um-
satz von 4 Mrd. US-Dollar (USD)
und eine durchschnittliche jahrli-
che Wachstumsrate von 9 Prozent
(Abbildung 1, S. 763). Dabei sind
die In-vitro-Toxizitats-Assays mit
zusammen 2 Mrd. USD das wich-
tigste Marktsegment. Es wachst
mit 15 Prozent jahrlich schneller

als der Gesamtmarkt. Im Jahr
2018 soll dieses Segment fast
4 Mrd. USD erreichen (Abbildung
2).

3-D-Zellkulturen haben bislang
nur einen geringen Anteil am ge-
samten  Zellkulturmarkt  von
knapp 3 Prozent. Das 3-D-Seg-
ment wachst aber aufSerordentlich
schnell: Der weltweite Markt stieg
von 34 Mio. USD im Jahr 2011 auf
75 Mio. USD im Jahr 2013, wie ei-
ne hochgerechnete Befragung des
Beratungsunternehmens HTS tec
aus Cambrigde, UK, ergab. Der
Entwickler von Zellkultursubstra-
ten, 300Microns, geht fur das Jahr
2013 im 3-D-Markt von zirka
50 Mio. USD Umsatz bei For-
schungsorganisationen und etwa
25 Mio. USD in der Industrie aus.
Der Anteil von 3-D-Systemen wird
sich bis zum Jahr 2018 auf 8 Pro-
zent mehr als verdoppelt haben
und dann tber 300 Mio. USD Um-
satz aufweisen.
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