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Biotechnologie und Gesundheit

Mit der BIOPRO Baden-Wiirttemberg GmbH steht seit 2002 eine vom Ministerium fir Wirtschaft,
Arbeit und Wohnungsbau und dem Ministerium fir Wissenschaft, Forschung und Kunst gemeinsam
getragene Landesgesellschaft zur Verfiigung, die den Standort Baden-Wiirttemberg national und interna-
tional vertritt. Wir sind gestartet mit der Begleitung und Be-

treuung der Biotechnologie als Schlisseltechnologie. Im Jahr e
2013 erfolgte eine Erweiterung unserer Zustindigkeit: Die %
nheue BIOPRO ist der zentrale Ansprechpartner fir die
Gesundheitsindustrie mit den Branchen Medizintechnik,
Pharmazeutische Industrie und Biotechnologie und unter-
stitzt den Aufbau einer Biodkonomie im Land. Wir stellen die

kiirzesten Verbindungen her zwischen Forschungseinrichtun- I Eoskanomis

gen, Unternehmen und Netzwerken und begleiten Griinder Shavmem st
auf dem Weg in ihr eigenes Unternehmen. Unser Ziel ist es, 7 N

mit unserem Fachwissen Baden-Wirttemberg als herausra- @
genden Standort weiterzuentwickeln und ein optimales Klima i \ J

fur Innovationen zu schaffen. Wir bewitken mit unserer At- )\

beit aber auch sehr konkret, dass wissenschaftliche Erkennt-
nisse schneller den Weg in die Wirtschaft finden.

Krifte bundeln - Innovationen lenken

Baden-Wirttemberg ist ein starker Standort der Gesundheitsindustrie. Die zahlreichen Unternehmen
der Medizintechnik, der Pharmazeutischen Industrie und der Biotechnologie bilden einen Kernbereich
der baden-wiirttembergischen Wirtschaft. Wir untermauern dies mit Daten und Fakten und tragen dazu
bei, die fuhrende Position des LL.andes national und international deutlich zu machen.

In einer Biookonomie dienen nachwachsende Rohstoffe als Basis zum Beispiel fiir Chemikalien, Kunst-
stoffe und Energie. Wichtige Verfahren zur Umsetzung von Biomasse in Zwischenprodukte kommen
aus der Biotechnologie/Biologie. Wit sensibilisieren Unternehmen fiir die wirtschaftlichen Chancen in
diesem Bereich und engagieren uns fir die Etablierung einer Biookonomie in Baden-Wiirttemberg.
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Biotechnologie und Gesundheit

,,Wenn Sie nicht tber die Zukunft nachdenken, werden
Sie keine haben® lautet ein Sprichwort. Die Zukunft der
Biotechnologie grindet sich auf motivierte und qualifi-
zierte Nachwuchswissenschaftler. Daher engagiert sich
die BIOPRO Baden-Wiirttemberg aktiv auf dem Gebiet
der Nachwuchsforderung. Damit eine solche Forderung
und Wissensvermittlung erfolgreich ist, muss sie frith
ansetzen. In Baden-Wiirttemberg wird dies durch 31
Biotechnologische Gymnasien und eine Reihe von Ini-
tiativen im Umtfeld der allgemeinbildenden Schulen
gesichert. Seit 2008 werden die besten Absolventen im
Profilfach Biotechnologie an den beruflichen Gymnasi-
en biotechnologischer Richtung in Baden-Wiirttemberg

Gruppenfoto mit den MTZ® -Schiilerpreistragern

. > . . 2016 und dem Vorstand der MTZ®stiftung (Foto:
mit dem MTZ®-BIOPRO Schiilerpreis ausgezeichnet.  gjopro)

Der Wissenszuwachs in Gesundheitsindustrie und Bio6konomie ist enorm und fir Laien nicht immer
verstindlich. Daher {ibernehmen wir die Rolle eines Dolmetschers und bieten Ubersichtsvortriige zu
Innovationen aus Medizintechnik, Biotechnologie, pharmazeutischer Forschung und Bio6konomie fiir
Schulklassen ab Klasse 9 an. Wir geben in unseren Vortrigen einen Einblick in ausgewihlte Projekte aus
der Forschung in Baden-Wiirttemberg und zeigen anhand von Beispielen, welche Entwicklungen sich in
den letzten Jahren ergeben haben. Mithilfe von Materialproben und Projektbeispielen wird den Schiilern
ein Eindruck vom Themengebiet vermittelt.

Materialien zur Unterrichtsgestaltung

In den Unterrichtsmaterialien werden aktuelle Forschungsprojekte aus Baden-Wiirttemberg fiir die In-
tegration in den Unterricht aufbereitet. Der aktuelle Forschungsbezug im Bereich Biotechnologie und
Gesundheit sowie Biotechnologie und Bio6konomie in Verkniipfung mit klassischen Unterrichtsthemen
kann daher das Interesse der Schuler im Bereich NWT verstirken und vertiefen. Die Materialien zur
Unterrichtsgestaltung werden zum Thema ,,Biokunststoffe® sowie zu den Themen ,,Peripheres Nerven-
system" und ,,Ersatz fiir Tierversuche" angeboten.
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Biotechnologie und Gesundheit

Organoide Zellkulturen als Ersatz fir Tierversuche

Margit Jost-Kant, neu bearbeitet durch Dr. Ariane Pott

Inhaltsverzeichnis

THErVEIrSUCRE VOIMEIAEN . cuueuiiireieieireeeernireeeereereseesnsressesassesssssssesssssssesssssssesssssssessssassssassassssnssassssns 6

Aufbau und Funktion der menschlichen Haut ........cc.evuiieiiiiieiieiiirireirrreirereeseernsressesssensansanssens 6
3D-Gewebemodell - Beispiel: HaUt .........cccveeeiiiiiiieiriicerreieeerrenncesesnnseeseennsssenanssssernsssssernsssssennssssnenns 7

Aufbau und Funktion des menschlichen DUNNAarms.......ccccveeveeireireirereerieireereeseesrnsressenseassassasssnns 9
3D-Gewebemodell - Beispiel: DArm ........cciceeeeiiieeeieiiieeecerieeansesteensessennssessesnssessennssessenssssssennssessennnsenes 10
] o T U 13
[ =] =) {1 | 15
Integration des Themas in den Unterricht..........coo oot rene s s renes s e s e nasesesennnes 17

© BIOPRO Baden-Wiirttemberg GmbH www.bio-pro.de | 5



Biotechnologie und Gesundheit

Organoide Zellkulturen als Ersatz fir Tierversuche

Margit Jost-Kant, neu bearbeitet durch Dr. Ariane Pott

Wie aus Zellen Zellsysteme werden und wie sie Tierversuche ersetzen kénnen

Tierversuche vermeiden

Im Juli 2013 ist die EU-Richtlinie 2010/63/EU zum
Schutz der fir Versuche und andere wissenschaftliche
Zwecke verwendeten Tiere in Kraft getreten. Damit
wurden die Anforderungen an den Tierschutz fiir
Versuche mit oder an lebenden Tieren fur wissen-
schaftliche Zwecke verschirft. Denn sie enthilt den
Grundsatz der Vermeidung, Verminderung und Ver-
besserung. In diesem verpflichten sich die EU-
Mitgliedsstaaten, Tierversuche wenn mdglich zu ver-
meiden, deren Anzahl zu verringern und die Metho-
den und Bedingungen, unter denen sie stattfinden, zu
verbessern. Tierversuche werden fiir die Grundlagen-
forschung, aber auch fur die angewandte Forschung,
zum Beispiel fir die Vorbeugung, Diagnose oder
Behandlung von Krankheiten bei Mensch, Tier und
Pflanze, eingesetzt.

Die Anzahl der Tierversuche lisst sich reduzieren,
indem man zum Beispiel fiir Medikamententests neue
Verfahren zur Wirksamkeitsiiberprifung des Medi-
kaments entwickelt. Fir die Anerkennung aber auch
fir die Entwicklung solcher alternativer Verfahren ist
das European Union Reference Laboratory for
alternatives to animal testing (EURL ECVAM)
zustindig. Hier werden In-vitro-Tests als Alternative
fiir Tierversuche geprift und zugelassen.

Lange Zeit wurden auch Kosmetika in Tierversuchen
getestet. Die im Juli 2013 in Kraft getretene EU-
Verordnung fir kosmetische Mittel (Nr. 1223/2009)
verbietet die Durchfihrung von Tierversuchen in der
Europiischen Union fir Endprodukte sowie Bestand-
teile oder Kombinationen von Bestandteilen von
kosmetischen Produkten. Weiterhin diitfen keine
kosmetischen Erzeugnisse in der Europiischen Union

Abbildung 1: Histologischer Schnitt einer humanen
Haut (links) und eines dreidimensionalen Hautédqui-
valents mit Stratum corneum (rechts). (Foto: Fraun-
hofer IGB)

in Verkehr gebracht werden, deren endgiltige Zu-
sammensetzung durch Tierversuche festgelegt wurde.

Es besteht daher ein zunehmender Bedarf fiir neue
Testmoglichkeiten ohne den Einsatz von Tierversu-
chen. Anhand der Beispiele eines Haut- und eines
Darmmodells wird erklirt, wie man mit Hilfe von
Gewebemodellen die Anzahl von Tierversuchen re-
duzieren kann.

Aufbau und Funktion der mensch-
lichen Haut

Die Haut gilt als unser gréBites Organ, dessen Aufga-
ben zahlreich und vielfiltig sind. So ist die Haut Sin-
nesorgan, bildet aber auch Schranke und Pforte fiir
Stoffaufnahme und Stoffabgabe des Korpers. Sie ist
der Ort verschiedenster Stoffwechselreaktionen und
vermittelt Immunreaktionen.

Ihr duBerer Teil besteht aus einem mehrschichtigen
Epithel, der Epidermis, die aus dem darunter liegen-
den Bindegewebe, der Dermis, durch Diffusion ver-
sorgt wird.

Zu den Zellen der Epidermis (Oberhaut) gehéren
vorwiegend Keratinozyten sowie die sogenannten
dendritischen Zellen, wie Melanozyten, Langerhans-
Zellen und Merkel-Zellen. Die Epidermis besteht aus
vier ,,Schichten* (siche Tab. 1): Die Keratinozyten
der Epidermis besitzen ein Zytoskelett aus Keratin,
wobei man unterschiedliche Typen von Keratin von
innen nach auflen findet. Die Gber zahlreiche Desmo-
somen miteinander verbundenen Keratinozyten
durchwandern wihrend ihrer Lebensdauer die Schich-
ten der Epidermis von innen nach auBlen. In der du-
Bersten Schicht kapseln sie sich schlie3lich ab, produ-
zieren Lipide, die durch die Zellmembran nach auflen
abgegeben werden, und bilden Serinproteasen, sodass
die auf diese Weise entstandenen Hornschuppen sich
laufend ablésen koénnen. Zur Dermisseite gelegene
Keratinozyten bleiben teilungsfihig und sind als adul-
te Stammzellen zu betrachten.
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Tabelle 1: Zellschichten der Epidermis. Stratum spinosum und Stra-
tum basale werden gemeinsam als Stratum germinativum (Regene-

rationsschicht) bezeichnet.

Biotechnologie und Gesundheit

3D-Gewebemodell - Beispiel:
Haut

AuBen | Hautschicht
(Wissenschaftliche
nung)

Bezeich-

Funktion

Das Fraunhofer-Institut fur Grenzfla-
chen- und Bioverfahrenstechnik IGB
aus Stuttgart verfligt tiber ein patentier-

Hornschicht
(Stratum corneum)

Verhornung, Hornzellen
entstehen

tes dreidimensionales humanes Haut-
dquivalent (Patent-Nr. EP 1 290

Hornbildungsschicht
(auch Kornerschicht,
Stratum granulosum)

Einlagerung von
Keratohyalin

145B1). Dieses 3D-Hautmodell ist fiir
die Prifung der Biokompatibilitit von
Medizinprodukten zertifiziert (DIN

Stachelzellschicht (Stratum
spinosum)

Verhornungsprozess der
Zelle beginnt

ISO 10993-5). Das Hautmodell ist
zweischichtig aufgebaut und besteht
aus Epidermis und Dermis, enthilt

Basalzellschicht (Stratum basa-

Innen

Zellteilung, eine Tocht-
le) erzelle wandert in die
héheren Hautschichten

jedoch keine Blutgefile. Die Dermis
des Modells besteht aus dermalen Fib-
roblasten, die in eine Biomatrix aus
gewebetypischen Matrixproteinen,

Die Dermis besteht aus lockerem Bindegewebe. Die
Fibroblasten sind in die faserverstirkte Grundsub-
stanz eingebettet. Sie regeln die Zusammensetzung
der Grundsubstanz und produzieren die Bindege-
websfasern. In der Dermis befinden sich die Hautan-
hangsgebilde wie Haare, Nigel und Hautdriisen. Zu-
dem ist sie von Blutgefilen und Lymphgefiien
durchzogen. Von hier aus werden die Epithelzellen
mit Nihrstoffen versorgt sowie die aus dem Epithel
abgeschiedenen Abfallprodukte entsorgt. Dazu dienen
die abfthrenden Blutkapillaren und Lymphgefilie.
Weitere Zellen der Dermis vermitteln die
Abwehr von Krankheitserregern oder

hauptsichlich Kollagen, eingebettet sind. Nach einer
Kulturzeit werden Keratinozyten auf die Fibroblasten
enthaltende Biomatrix gesit. Die Keratinozyten diffe-
renzieren wihrend einer mehrtigigen Kultur und eine
mehrschichtige Epidermisschicht bildet sich aus. Fib-
roblasten sowie Keratinozyten werden durch eine
Biopsie der menschlichen Haut gewonnen, sodass ein
individuelles Hautdquivalent hergestellt werden kann
(siche Tab. 2). Das Hautmodell erméglicht es, ver-
schiedene Wechselwirkungen zwischen epidermalen
und dermalen Zellen zu analysieren.

Tabelle 2: Prozessschritte beim Tissue Engineering

Fremdstoffen wie beispielsweise Tito-
wierungstusche und sind am Prozess der

Prozessschritt

Beschreibung

Wundheilung beteiligt. Dermis und Epi-
dermis sind durch die sogenannte Ba-
salmembran getrennt bezichungsweise

Entnahme/Gewinnung der
Primarzellen

Zum Beispiel Hautbiopsie und
anschlieBRende Vereinzelung der
Zellen aus dem Gewebeverband

verbunden. Die Basalmembran besteht

aus Mukopolysacchariden, in die soge-
nannte Gitterfasern, eine Art prikollage-
ner Fasern, als netzartige Strukturen
eingelagert sind.

Epidermis und Dermis bilden zusammen
die Haut. Wenn im Folgenden verschie-
dene Varianten des Hautersatzes erldu-
tert und diskutiert werden, sollte man
sich immer im Klaren dartiber sein, dass
eine komplette Haut eben aus diesen
beiden Komponenten - Epidermis und
Dermis - besteht und ein komplexes
Wirkungsgefiige dieser beiden Anteile
darstellt. Das Ganze wird auflerdem
dadurch verkompliziert, dass die Haut
bestindig erneuert wird.

Vermehrung der Primarzellen
im geeigneten Medium

Durchfiihrung einer Zellkultur

Aussden der Zellen auf einem
geeigneten Trager

Die Art der verwendeten Matrix
bestimmt, ob sich die Zellen fla-
chig oder dreidimensional aus-
breiten und hat auch Einfluss auf
deren Differenzierung. Verwendet
werden Kunststoffe, biologisch
makromolekulare Stoffe wie Kol-
lagen, und Fibrin, Futterzellen
(feeder layer)

Vermehrung der Zellen durch
mitotische Teilung / Differen-
zierung der Zellen

Die Zusammensetzung der Kultur-
flissigkeit orientiert sich an empi-
rischen  Untersuchungsergebnis-
sen bzgl. der Elektrolyte, Hormo-
ne etc.
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Abbildung 2: Hautfabrik des Fraunhofer IGB. A: Zerkleinerung der Gewebeprobe, B: Kultivierung der 3D-
Hautdquivalente (Foto: Fraunhofer IGB)

Die Herstellung der kiinstlichen Haut ist zeitaufwen-
dig und erfordert geschultes Personal. Ein Konsorti-
um von vier Fraunhofer-Instituten (Fraunhofer IGB,
Fraunhofer-Institut fir Produktionstechnik und Au-
tomatisierung IPA, Fraunhofer-Institut fir Produkti-
onstechnologie IPT und Fraunhofer-Institut fiir Zell-
therapie und Immunologie IZI) hat daher die automa-
tisierte Hautfabrik entwickelt. In einem ersten Proto-
typ wurde der Herstellungsprozess des oben aufge-
fihrten patentierten Hautmodells auf eine automati-
sierte Anlage tbertragen. Das Vollhautmodell kann
dort in drei Wochen mit einem Gesamtdurchsatz von
15 Biopsien pro Tag hergestellt werden. Daraus erge-
ben sich 5.000 Hautiquivalente pro Monat. Die hohe
Anzahl der hergestellten Hautdquivalente und die mit
der Automatisierung einhergehende gleichbleibende
Qualitit ermdglichen es nun, das Hautmodell an vie-
len Stellen in der pharmazeutischen Forschung sowie
der Kosmetikindustrie einzusetzen. So kénnen Tier-
versuche reduziert und Kosmetika auf hoher Qualitit
getestet werden. Im Folgenden wird der Ablauf der
Herstellung in der ,,Hautfabrik® beschrieben.

In der in Module unterteilten Hautfabrik (siche Abb.
2) werden die Zellen nach einer Biopsie aus dem Ge-
webe isoliert, so dass Fibroblasten und Keratinozyten
gewonnen werden. Die Zellextraktion verlduft voll
automatisiert. Im Anschluss werden Fibroblasten und
Keratinozyten in der sterilen Anlage vermehrt. Dabei
sind auch der Wechsel des Mediums sowie die Uber-
prifung der Bedingungen vollautomatisiert. Um ein
voll funktionsfihiges 3D-Hautmodell zu gewinnen,
miissen die Zellen im Anschluss auf einem Trigerma-
terial kultiviert werden. Hierzu werden die Fibroblas-
ten fiir die Gewinnung der Dermis mit Kollagen kul-
tiviert und im Anschluss die Keratinozyten auf die
Dermisschicht aufgebracht, sodass in eigens fir diese
Vorrichtung entwickelten Zellkulturplatten die Haut-

dquivalente wachsen konnen (siche Abb. 2B). Alle
aufgefihrten Schritte werden durch zahlreiche Senso-
ren kontrolliert. So kénnen zum Beispiel Kontamina-
tionen oder Schiden an den Hautschichten schnell
festgestellt werden.

Damit ein In-vitro-Testsystem als Ersatz zu Tierver-
suchen von der zustindigen Behérde, dem ECVAM,
akzeptiert wird, muss nachgewiesen werden, dass die
toxikologischen EHigenschaften der Substanz mit dem
Testverfahren ausreichend sensitiv, spezifisch und
reproduzierbar untersucht werden kénnen. Fir diese
Validierung wurde zunichst ein humanes Epidermis-
modell ausgewihlt, fir das das Fraunhofer-
Projektkonsortium innerhalb nur weniger Monate den
automatisierten Herstellungsprozess etablieren konn-
te. Hierbei werden epidermale Zellen (Keratinozyten)
isoliert, vermehrt und dann in die KulturgefiBle zum

Aufbau einer korrekt strukturierten Epidermis tber-
fihrt.

Das Hautmodell kann nun als Vorstufe fiir Tierversu-
che cingesetzt werden. Dabei kann zum Beispiel un-
tersucht werden, wie sich die Testsubstanzen in den
verschiedenen Hautschichten verteilen oder ob die
Zellen durch die Substanz geschidigt werden. Das
Hautdquivalent kann daher ebenfalls dafiir eingesetzt
werden, um die Unterstiitzung der Wundheilung
durch eine Substanz zu prifen. Das Modell kann auch
um Tumorzellen erweitert werden und ermdglicht es
so, gleichfalls die Wirkung von Substanzen auf Haut-
krebs zu untersuchen. So koénnen einzelne Schritte
von Medikamententests am Hautmodell durchgefiihrt
werden. Ganz ohne Tierversuche kommt man jedoch
leider immer noch nicht aus. Allerdings wird mit die-
sen Vorversuchen die Anzahl der Tierversuche deut-
lich reduziert.
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Aufbau und Funktion des mensch-
lichen Diinndarms

Der Darm ist Teil des Verdauungssystems. Nachdem
die Nahrung bezichungsweise Flissigkeit durch den
Mund aufgenommen wurde, gelangt sie, teilweise
schon zerkleinert, durch die SpeiserShre in den Ma-
gen. Tabelle 3 zeigt eine Auflistung der Organe des
Verdauungssystems und deren Funktionen.

Der Hauptort des enzymatischen Abbaus ist der
Dinndarm. Dank der Enzyme der Bauchspeicheldrii-
se werden Kohlenhydrate in Monosaccharide, Protei-
ne zu Aminosiuren und Fette zur Pettsduren und
Glycerin gespalten. Fur die Fettverdauung sind zudem
die Gallensduren unerldsslich. Und im Dinndarm
werden die Nahrungsbestandteile resorbiert.

Der Dinndarm ist von aul3en mit dem Bauchfell um-
geben. Das Bauchfell ist eine serése Haut (Serosa), die
als dinne epithelartige Schicht die Organe unterhalb
des Zwerchfells umgibt. Das Bauchfell gibt die soge-
nannte Peritonealfliissigkeit ab, die dafiir sorgt, dass
die Organe aneinander vorbeigleiten kénnen. Auch
der Diinndarm ist von einer solchen Schicht umge-
ben. Von auflen nach innen folgen Schichten glatter
Muskulatur  (Lings- und Ringmuskelschicht), die
durch ihre Erschlaffung und Kontraktion den Dar-
minhalt durchmischen, sowie der Submukosa, die
durch mehrere 100 Falten (Kerckring-Falten) eine
sehr grofle Oberfliche hat (siche Abb. 3). Die Falten
sind Ausfaltungen der Submukosa in das Darmlumen
hinein und sind mit Dinndarmzotten besetzt. Bei den

Blutkapillaren

Kerckring-Falten

| > Diinndarmzotten

YED | ) Mikrovilli
O %

Lymphgefal3 \

| E
= - | - Lieberkihn-
= =t i & Krypten &
- 5 I- e
{ z
' 1 = !
— -+ — B

Biotechnologie und Gesundheit

Zotten handelt es sich um Ausstilpungen aus der
Schleimhaut (Mukosa), die sich auf der Submukosa
befindet. Das einschichtige Zottenepithel besteht aus
Enterozyten (Saumzellen) und den schleimbildenden
Becherzellen. Die Enterozyten bilden einen dem
Darmlumen zugewandten Biirstensaum (Mikrovilli)
aus. Sie resorbieren die im Darm befindlichen bioakti-
ven Stoffe, die im Anschluss in das Kapillarnetz der
Diinndarmzotten und damit ins Blut gelangen. Die
Enterozyten Epithelzellen des Dinndarms sind durch
sogenannte Tight Junctions dicht verbunden. Tight
Junctions sind Membranproteine, die eine Diffusions-
bartiere bilden, so dass ein kontrollierter Transport
der Nahrungsbestandteile moglich ist. Durch Falten,
Zotten und Mikrovilli ist die Oberfliche des Dunn-
darms extrem vergréflert. Er kann eine Gesamt-
schleimhautoberfliche von tber 120 m2 besitzen, also
etwa die Fliche von einem kleinen Finfamilienhaus.

Kohlenhydrate, Fette und Proteine werden an unter-
schiedlichen Orten des Verdauungssystems (siche
Tab. 3) aufgespalten und zerkleinert. Resorbiert wer-
den sie jedoch gemeinsam im Dinndarm. Die nach
der Spaltung der Fette entstandenen Mizellen gelan-
gen durch passive Diffusion in die Diinndarmepithel-
zellen. Die Endprodukte der Kohlenhydratverdauung,
die Monosaccharide, werden tber aktive sowie passive
Transportmechanismen in die Enterozyten aufge-
nommen. Fir die Aminosiduren bezichungsweise die
Di- und Tripeptide gibt es je nach Typ (neutrale, basi-
sche, saure Aminosiuren) spezifische aktive Trans-
portsysteme.

\1 Enterozyten

Onnne%s

Diinndarmzotten

Abbildung 3: Ausschnitt aus dem Diinndarm. A: Auffaltung der Submukosa, B: VergréBerung der
etwa 1 mm hohen und 0,1 mm dicken Diinndarmzotten. Das Zottenepithel besteht aus Enterozy-
ten und Becherzellen. Die Becherzellen sind in der Abbildung nicht dargestellt. (Foto: BIOPRO)
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Tabelle 3: Ubersicht iiber das Verdauungssystem

Organ Unterteilung

Funktion

Mundhohle Zdhne, Lippen,
Zunge, Speicheldri-

sen

Mechanische Zerkleine-
rung, enzymatischer
Verdau (Amylase) von
Kohlenhydraten

Speiserdhre

Transport der Nahrung

Magen

Dient als Zwischenspei-
cher, HCl sterilisiert die
Nahrung, Protein- und
Fettverdauung

Duodenum (Zwolf-
fingerdarm), Je-
junum, lleum

Dunndarm

Sekrete der Bauchspei-
cheldriise und Gallen-
blase neutralisieren den
Nahrungsbrei und er-
moglichen enzymati-
sche Fett,- Kohlenhyd-
rat- und Proteinverdau-

Adenokarzinom, also einer bestimmten
Form von Dickdarmkrebs. Sie wurden
Mitte der 1970-Jahre von  US-
amerikanischen Wissenschaftlern iso-
liert. Mit Caco-2-Modellen kann zum
Beispiel die Bioverfiigharkeit von phat-
mazeutischen  Wirkstoffen bestimmt
werden. So ist die Caco-2-Zelllinie als
In-vitro-Test fur biopharmazeutische
Untersuchungen der Bioverfiigbarkeit
und des Transports von der US-
amerikanischen Food and Drug Admi-
nistration (FDA) zugelassen. Die Caco-
2-Zellen gelten fiir Untersuchungen der
Pharmakokinetik im Rahmen von soge-
nannten ADME-Untersuchungen (Ad-
sorption, Distribution, Metabolism und
Excretion) als validiertes und automati-
siertes Testsystem. Caco-2-Zellen haben

ung

dhnliche morphologische und funktio-
nelle Eigenschaften wie Enterozyten.

Dickdarm Mastdarm (Kolon),

Enddarm (Rektum)

bionten

Wasserriickgewinnung,
GroRte Anzahl an Sym-

Sie bilden Mikrovilli, Tight Junctions
sowie zahlreiche Enzyme der Enterozy-
ten aus. In der Regel werden sie als

Doch das Dunndarmepithel nimmt nicht nur Néihr-
stoffe auf, sondern bildet gleichzeitig eine selektive
Barriere. Dabei ist die Mukosa die erste zellulire Bat-
riere fir die aus dem Darmlumen eindringenden Stof-
fe. Weiterhin sezernieren die sogenannten Paneth-
Zellen antimikrobielle Proteine, sodass sich Mikroot-
ganismen nicht in der unmittelbaren Nihe des
Darmepithels ansiedeln kénnen. Die fiir die Resorpti-
on der Nihrstoffe zustindigen Enterozyten iiberneh-
men im Dunndarmepithel die Rolle eines Wichters,
denn nur Stoffe mit bestimmten Eigenschaften wer-
den transportiert. Zwischen diesen Epithelzellen sind
auch  zahlreiche Lymphozyten zu finden. Ist die
Darmbarriere nicht vollstindig intakt, wie zum Bei-
spiel bei entziindlichen Darmerkrankungen wie Mor-
bus Crohn oder bei Infektionen mit beispielsweise
Salmonellen, so dringen Mikroorganismen in das tie-
ferliegende Gewebe und den Blutkreislauf ein.
Dadurch kénnen schwere Entziindungen entstehen.

3D-Gewebemodell - Beispiel: Darm

Neben der Haut ist der Magen-Darm-Trakt der wich-
tigste Ort, an dem Medikamente in die Blutbahn auf-
genommen werden. Fir die Aufnahme von pharma-
zeutischen Wirkstoffen tber den Dinndarm wird
erginzend zu Tierversuchen ein Modell mit sogenann-
ten Caco-2-Zellen verwendet. Diese Zellen stammen
urspringlich aus einem menschlichen Kolon-

sogenannte Monolayer, also einer Ein-
Zell-Schicht, auf einer Oberfliche kultiviert (siehe
Abb. 4).

Die Zellen werden auf semipermeable Filter ausge-
bracht, die sich in einer Mikrotiterplatte mit 24 kleinen
Vertiefungen (ca. 2 ml Volumen, englisch: microwell
plate) befinden. Dort vermehren sich die Zellen, bis
sie 100 Prozent Konfluenz erreicht haben, also lu-
ckenlos die Kulturfliche bedecken (siche Abb. 5).
Sobald sie sich nicht mehr teilen kénnen, beginnen sie
sich zu differenzieren und bilden Tight Junctions mit
den Nachbarzellen aus. Weiterhin werden die Mikro-
villi auf der apikalen Seite und eine extrazelluldre Mat-
rix auf der basalen Seite ausgebildet. Es dauert etwa

Transfilter-Einlage

apikale Seite I

Abbildung 4: Zeichnung der Wanne aus der Mikrotiter-
platte mit Zellen (Foto: WeiR)
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sieben bis zehn Tage, bis die Zellen eine Barriere ge-
bildet haben, die der des Dinndarms sehr dhnlich ist.

Um die Qualitit der Zellen, wie zum Beispiel den
Stand der Differenzierung und die Dichte des Zell-
wachstums zu bestimmen, wird auf eine elektrophysi-
kalische Methode zuriickgegriffen. Mit Hilfe bestimm-
ter Elektroden wird entweder der transzellulire
elektrische Widerstand (TEER, Transepithelial
Electrical Resistance) direkt gemessen, oder es
wird die Impedanz, also der Wechselstromwiderstand
der Zellen bestimmt. Mit Hilfe der Impedanzmessung
werden der TEER sowie die Kapazitit der Zellen mit
dem Computer berechnet. Wihrend der TEER In-
formationen tber die Durchlissigkeit von Ionen lie-
fert, kénnen durch die Kapazitit der Zellschicht Er-
kenntnisse Uber die Dichtigkeit der Zellschicht ge-
wonnen werden.

Der Widerstand nimmt zundchst stetig zu. Wenn die
Zellen zu 100 Prozent konfluent sind, also die Obet-
fliche zum groBten Teil lickenlos bedecken, dauert es
noch zwei bis drei Tage, bis sich die Tight Junctions
vollstindig ausgebildet haben. Der Widerstand er-
reicht zu diesem Zeitpunkt ein Plateau. Die Kapazitit
ist bei Zellen mit geringer Konfluenz zunichst hoch
(siche Abb. 6) und sinkt mit zunehmendem Zell-
wachstum.

Gibt man verschiedene Substanzen auf die Zell-
schicht, dndern sich der Widerstand und die Kapazitit
der Zellen. Die Wissenschaftler kénnen so Informa-
tionen iiber den Transport der Stoffe durch die Zellen
bekommen. Als Funktionskontrolle wird ein Deter-

ens wie SDS (Natriumdodecylsulfat) verwendet.
Wird SDS auf die Zellen gegeben, nimmt der Wider-
stand ab, da das Detergens die Tight Junctions und

Abbildung 5: A: Caco-2-Zellen auf der Membran wihrend des Bewachsens B: Caco-2-Zellen konfluent auf der Membran (Fotos:

Biotechnologie und Gesundheit

die epitheliale Barriere zerstort. Die Kapazitit nimmt
nach Zugabe von SDS zu (siche Abb. 6). Wie dieses
Beispiel zeigt, kann mit Hilfe des Modells die Toxizi-
tit eines Stoffes geprift werden. Je nach Art der To-
xizitdt einer auf der apikalen Seite des Zellsystems
aufgebrachten Substanz dndern sich die Kapazitit und
der Widerstand des Systems.

Wird das Modell verwendet, um den Transport einer
Substanz, wie zum Beispiel eines Medikaments durch
die Darmwand, zu priifen, muss zunichst wie oben
beschrieben untersucht werden, ob die Enterozyten-
schicht intakt ist. Die Messung des TEER und der
Kapazitit dient dabei der Qualititskontrolle des Mo-
dellsystems. Hat der Widerstand einen bestimmten
Wert erreicht, ist also entsprechend hoch, so gehen
die prifenden Behérden, wie zum Beispiel die FDA,
davon aus, dass das differenzierte Epithel mit dem
Diinndarmepithel vergleichbar ist. Um den Transport
eines pharmazeutischen Stoffes zu untersuchen, wird
dieser auf die apikale Seite des Systems aufgebracht.
Ob ein Transport durch die Zellen stattgefunden hat,

2,50E-05

2,00E-05

1,50E-05 \

% 1,00E-05 \
o ¥

0.00E+00
)

~- 508 Konz 1

~8-SDS Konz 2

itat [Flem2]

—+—Medienkontrotie

Kapa:

LK fir $DS.

50 100 150 200 250 00
Zeit [h]

Zugabe von SDS
Abbildung 6: Kapazitat in uF pro cm2 in Abhdngigkeit von
der Zeit in h. Es sind 2 SDS-Konzentrationen (blau und
pink) sowie die Medienkontrolle (Zellen ohne SDS) und
der Leerwert (nur SDS) aufgetragen. (Foto: WeiR)
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lisst sich uber eine Konzentrationsmessung einer
Probe der basalen Seite bestimmen. Die Berechnung
des sogenannten Permeabilititskoeffizienten ermdg-
licht es den Wissenschaftlern zu priifen, wie hoch die
Bioverfiigbarkeit eines Medikaments ist. Ist die Kon-
zentration des aufgebrachten Stoffes auf der basalen
Seite hoch, so findet ein Transport durch die Entero-
zyten statt.
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Glossar

Bioverfiigbarkeit: Die Bioverfiigbarkeit gibt den prozentualen Anteil eines Wirkstoffes an, der
nach Aufnahme in den Blutkreislauf in wirksamer Form zur Verfigung steht.

Detergens: Detergenzien sind amphiphile Molekiile, das heil3t, sie weisen einen hydrophilen und
einen hydrophoben Molekiilteil auf. Sie sind grenzflichenaktiv und kénnen Membranproteine
l6sen, indem sie Mizellen bilden.

Entziindungsmediatoren: Entziindungsmediatoren sind biochemische Substanzen, wie zum
Beispiel Histamin, die die Entziindungsreaktion eines Gewebes einleiten oder aufrechterhalten.

Extrazelluldre Matrix: Die extrazellulire Matrix ist aus Glykoproteinen, Proteinen (zum Bei-
spiel Kollagen) und Polysacchariden aufgebaut und fullt bei tierischen Geweben die Rdume zwi-
schen den Zellen aus. Sie dient als Strukturelement und tridgt unter anderem zur Elastizitit von
Haut, Lunge und Blutgefi3en bei.

Fibroblasten: Fibroblasten (Fibrozyten) sind sogenannte fixierte Bindegewebszellen. Als Teil
des Bindegewebes produzieren sie die zwischenzelligen Substanzen. Dazu gehéren die
Grundsubstanz (interstitielle Flissigkeit sowie unter anderem Glykoproteine) sowie die Bindege-
websfasern, wie zum Beispiel die Kollagenfasern.

Futterzellen: Fitterzellen werden eingesetzt, um andere, besonders empfindliche oder an-
spruchsvolle Zellen zu kultivieren. Fiitterzellen setzen Wachstumsfaktoren frei und bieten den
eigentlich zu kultivierenden Zellen eine Wachstumsunterlage in Form einer intakten extrazellula-
ren Matrix.

Impedanz: Unter Impedanz versteht man den elektrischen Widerstand eines Wechselstromkrei-
ses als komplexe Grof3e, zusammengesetzt aus dem Ohm-Widerstand und dem Blindwiderstand.

In-vitro-Test: In-vitro bedeutet ,,im Glas“ und bezeichnet einen organischen Prozess der aufet-
halb des Organismus stattfindet. Die Experimente finden also in einer kiinstlichen Umgebung
wie zum Beispiel in einem Reagenzglas oder auf der Mikrotiterplatte, statt.

Kapazitit: Die Kapazitit eines Objekts ist das Verhaltnis der zugefithrten Ladungsmenge zur

entstandenen Spannung. Die Kapazitit bezeichnet die Fahigkeit eines Kérpers Ladungen zu

. - . .. Q (zugefiihrte Ladungsmenge) . .
speichern. C (Kapazitat eines Korpers) = . U ist proportional z
p ( p p ) U (entstandene Spannung) prop v

Q. Die Kapazitit ist damit ein Proportionalitatsfaktor.

Keratinozyten: Keratinozyten (Hornzellen) sind hornbildende Zellen in der Epidermis. Sie pro-
duzieren Keratin.

Keratohyalin: Keratohyalin ist ein Strukturprotein, das im Stratum granulosum der Epidermis
vorkommt. Keratohyalin wird tiber Zwischenstufen in Keratine umgewandelt. Keratine, ebenfalls
Strukturproteine, sind Teil des Verhornungsprozesses (Keratinisierung) der Haut. Keratine sind
daher auch in groBBen Teilen in Haaren, Nigeln sowie Hufen und Hérnern enthalten.

Kollagen: Kollagen ist ein tierisches Faserprotein und wesentlicher Bestandteil der extrazellula-
ren Matrix. Heute sind mehrere Kollagentypen bekannt. Alle Kollagene sind aus drei Polypep-

© BIOPRO Baden-Wiirttemberg GmbH www.bio-pro.de | 13



Biotechnologie und Gesundheit

tidketten, welche hiufig Glycin und Prolin als Bestandteil enthalten, aufgebaut. Kollagen kommt
unter anderem in Haut, Sehnen, Knochen und Knorpel vor.

Konfluenz: Konfluenz bezeichnet die in der Zellkultur dichteste mégliche Anordnung von ad-
herenten, also anheftenden Zellen als Monolayer (Ein-Zell-Schicht).

Morbus Crohn: Morbus Crohn ist eine chronisch entztindliche Darmerkrankung. Ursache und
Entstehung der Krankheit sind bisher nicht geklirt, sie wird jedoch zu den Autoimmunkrankhei-
ten gezihlt. Neben genetischen Faktoren und Umwelteinfliissen spielt die individuelle Zusam-
mensetzung der Mikroorgansimen im Darm eine Rolle.

Ohmscher Widerstand: Unter dem Ohmschen oder elektrischen Widerstand R versteht man
das Verhiltnis der Spannung U zur Stirke des Stroms I. R = % In einem elektrischen Leiter ver-

hilt sich daher die Stromstirke direkt proportional zur Spannung.

Paneth-Zellen: Paneth-Zellen sind im Epithel der Dinndarmschleimhaut zu finden. Sie produ-
zieren unter anderem Lysozym und Peptidasen.

Peritonealfliissigkeit: Die Peritonealfliissigkeit, auch serése Fliissigkeit, ist die Flissigkeit in der
Bauchfellhohle, die die Reibung der Organe verringert.

Salmonellen: Salmonellen sind stibchenférmige Bakterien der Gattung Salmonella, die eine Ma-
gen-Darm-Entztiindung hervorrufen.

Semipermeabilitit: Semipermeabel bedeutet ,,halb durchlissig®. Eine semipermeable Membran
ist nur fir bestimmte Substanzen, Ionen oder Teilchen durchlassig. Das ist eine wichtige Eigen-
schaft von biologischen Membranen, zum Beispiel beztglich des Stofftransportes.

Tight Junctions: Als Tight Junctions werden aus Membranproteinen bestehende Zellverbin-
dungen bezeichnet. Sie kommen stets im apikalen Bereich zwischen zwei benachbarten Epithel-
bzw. Endothelzellen vor. Tight Junctions haben eine Barrierefunktion und kontrollieren den
Transport tiber das Epithel.
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Weiterfiihrende Links zum Thema (Stand Oktober 2016)

e FuroStemCell (Portal von 90 europaischen Forschungslabors im Bereich Stammzellen
und regenerative Medizin)

e Fraunhofer-Institut fiir Grenzflichen- und Bioverfahrenstechnik IGB

e Universititsklinikum Ttbingen — Zentrum fiir Regenerationsbiologie und Regenerative
Medizin ZRM

e Furopiische Kommission: Institute for Health and Consumer Protection: Alternatives to

animal testing & Safety Assessment of Chemicals
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http://www.eurostemcell.org/de
http://www.igb.fraunhofer.de/
http://www.regmed.uni-tuebingen.de/?q=de/frontpage
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Integration des Themas in den Unterricht

Das Thema Organoide Zellkulturen eignet sich fiir eine Integration in den Unterricht der Kursstufe.

Hier gibt es verschiedene Méglichkeiten der Ankniipfung an die vorgegebenen Unterrichtsinhalte.

LPE1 A: Von der Zelle zum Organ — Haut

Ankniipfung an die Inhalte

Methodische Hinweise

Zielsetzung

Zelldifferenzierung, Gewebe-
und Organbildung

Mikroskopie der Haut (Fertig-
praparate) als Beispiel fir ein
tierisches Organ

>

Kenntnis der gesunden
Hautstruktur

Krebs

Referate/GFS zum Thema ,Gut-
artige und bosartige Tumoren
der Haut”

gescharfte Sensibilitat fir die
zunehmende Problematik
des Hautkrebses schaffen

Gruppenpuzzle zum Thema Haut

e Bauder Haut

e Hautbraunung

e Sonnenschutz

e Hautkrebs

e Tatowierungen: Herstel-
lung/Entfernung

>

Kenntnisse gewinnen und
praktisch umsetzen (eigenes
Verhalten)

LPE 1 B: Von der Zelle zum Organ — Darm

Verdauung

Ubersicht tiber das
Verdauungssystem

» Aufnahme und Verdau von
aufgenommener Nahrung
und Nahrstoffen

Zelldifferenzierung, Gewebe- und| Mikroskopie des Diinn- » Kenntnis des gesunden
Organbildung darms BFertigpraparate) Darms

LPE 2 Aufnahme, Weitergabe und Verarbeitung von Information

Tierversuche und deren Ver- e Internet-Recherche grup- |»> Ethische und biologisch-

meidung

penteilig Giber aktuelle Re-
gelungen

e Referate/GFS zum Thema
Transplantation und Hau-
tersatz

e Referate/GFS zu: Einsatz
von Tierversuchen, Alterna-
tive zu Tierversuchen

e Referate/GFS zu: Einsatz
Methoden der Biopharma-
zie, Erforschung neuer Me-
dikamente

medizinische Probleme ken-
nen

Herstellungsverfahren fir
Hautersatz kennen
Moglichkeiten des Einsatzes
von gezlichteter Haut sehen
Ansatze der pharmazeuti-
schen Forschung verstehen
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LPE4 Angewandte Biologie

Grundlagen der Biotechnologie |e

Referate / GFS zum Thema
Zellkulturen, Hautersatz aus
gentechnisch veranderten
Zellen

Wissen zum Thema sammeln
Chancen, Risiken biotechno-
logischer Moglichkeiten dis-
kutieren kdonnen, Stellung be-
ziehen
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