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Neuere Methoden zur Reduzierung von Tierversuchen

Das 3R-Konzept und der
Parasit Toxoplasma gondii

FRANK SEEBER

Tachyzoiten (griin) und Bradyzoiten (blau) von Toxoplasma. Abb.: D. Warschkau.

Was haben einzellige Parasiten mit Fleisch
aus dem Reagenzglas und Organoiden als
Ersatzmethoden fiir Tierversuche zu tun?
Jeder mag Katzenvideos, trotzdem gibt es
wissenschaftliche Fragestellungen, in denen
Katzenversuche kaum ersetzbar erscheinen.
Kann man das dndern? Anhand der For-
schung am humanpathogenen Einzeller
Toxoplasma gondii wird deutlich, welche
komplexen Probleme in der Forschung be-
stehen, wenn auf Tierversuche weitgehend
verzichtet werden soll. Dariiber hinaus ist
sie ein gutes Beispiel dafiir, wie unterschied-
liche Forschungsschwerpunkte eine gemein-
same Lésung haben kénnen, um damit
tierproduktfreie Zellkulturen zu ermégli-
chen.

n Deutschland diirfen Tierversuche nur durchgefiihrt
werden, wenn keine Alternativen zur Verfliigung ste-
hen. Nur dann kann ein Genehmigungsantrag fiir einen
Tierversuch durch die zustindigen Behorden bewilligt
werden. Dies zwingt die Forschenden, sich kritisch und
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intensiv mit der Projektdurchfithrung auseinanderzuset-
zen und nach moglichen Ersatzmethoden zu suchen.
Das Deutsche Zentrum zum Schutz von Versuchstieren
(Bf3R) stellt dazu ein Tool bereit: SMAFIRA (,SMArt Fea-
ture basiertes Interaktives RAnking“). Dies ist ,eine vir-
tuelle Suchmaschine, die es Forschenden erlaubt, geeig-
nete Vorschlige fiir Alternativmethoden zu einem Ver-
such zu finden“ (https://smafira.bf3r.de). Entsprechend
ist in letzter Zeit die Gesamtzahl an Tierversuchen
leicht gesunken, obwohl die Ausgaben fiir Forschung
in Deutschland stetig zunahmen. Allerdings wurden
2023 in Deutschland ca. 672.000 Tiere ausschlieflich
zur Gewebe- oder Organentnahme getotet, ohne zuvor
Teil eines Versuchs gewesen zu sein, wobei auch diese
Zahl zuletzt gesunken ist. Es wird vermutet, dass dies
mit der zunehmenden Suche nach Alternativmethoden
zu Tierversuchen im Zusammenhang steht [1]. Eine
Vielzahl an vergleichenden Versuchen ist ndtig, um ei-
ne Alternative zu Tierversuchen zu etablieren und de-
ren Eignung an Stelle eines entsprechenden Tiermo-
dells zu demonstrieren. Dies bedingt daher zunichst
den vergleichenden Einsatz von Tieren bzw. deren Or-
ganen.

Das 3R-Konzept: Tierversuche ersetzen,
reduzieren oder verbessern
Das Konzept von ,3R“ wurde erstmals 1959 vorgestellt
und steht fiir die drei englischen Begriffe replace, reduce,
refine (Ersetzen, Reduzieren, Verbessern) im Zusammen-
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hang mit Tierversuchen [2]. Dabei ist nach Moglichkeit
das Ersetzen von Experimenten an/mit Tieren dem Redu-
zieren oder Verbessern/Verfeinern vorzuziehen (Abbil-
dung 1). Ist beides nicht erreichbar, um eine wissenschaft-
liche Aussage gleicher Qualitit treffen zu konnen, so soll-
te wenigstens versucht werden, eine Verbesserung der
Haltungsbedingungen sowie die Anwendung von schmerz-
lindernden sowie weniger invasiven Methoden (z.B. bei
der Blutentnahme oder der Infektion mit Pathogenen) zu
erreichen. Die genauen Vorgehensweisen sind dabei na-
turlich von vielen Parametern (Tierart, Anzahl, Versuchs-
aufbau, -durchfiihrung und -dauer, Aussage des Experi-
ments etc.) abhingig und miissen entsprechend bertick-
sichtigt und angepasst werden. Auf eine Internetseite zur
umfangreichen, informativen und wissenschaftlichen
Auseinandersetzung mit der komplexen Thematik Tierver-
suche sei hier hingewiesen (https://www.tierversuche-
verstehen.de).

Prinzipiell kommen als Alternativen mehrere, jedoch
unterschiedliche Ansitze in Frage, alleine oder in Kombi-
nation: bildgebende Methoden (z.B. Magnetresonanzto-
mographie, MRT), In-silico-Analysen (z.B. Computermo-
delle und -simulationen zur Wirkstoffentwicklung), In-
vivo-Versuche an Einzellern, Insekten oder Ahnliches
oder In-vitro-Versuche, basierend auf Zell- oder Gewebe-
kulturen. In diesem Artikel werde ich mich auf letztere
konzentrieren.

Zell- und Gewebekulturen als Tierersatz:

gut, aber noch nicht optimal
Versuche mit Zellen und Geweben in vitro sind seit Jahr-
zehnten Standard und stehen auch hiufig am Anfang von
Fragestellungen, bevor Tierversuche ins Auge gefasst wer-
den. Allerdings basieren viele etablierte Zelllinien auf
transformierten Zellen aus Tumoren, sind also nicht mit
gesunden Zellen gleichzusetzen. Dies limitiert ihren Ein-
satz als Alternative fiir Tierversuche hiufig stark. Auch
sind die Wechselwirkungen zwischen unterschiedlichen,
spezifischen Zellen, die ein Gewebe bzw. einen ganzen
Organismus ausmachen, in zwei- oder auch dreidimensio-
nalen Kulturen mit einer Zelllinie nicht darzustellen. Des-
halb haben in den letzten Jahren sogenannte » Organoid-
kultursysteme sehr stark zugenommen und werden in
absehbarer Zeit viele klassische zellbasierte Methoden
ersetzen [3]. Dies wird dadurch verdeutlicht, dass der
Tierschutzforschungspreis des Bundesministeriums fiir
Landwirtschaft, Ernihrung und Heimat fiir herausragende
Forschungsleistungen zum Ersatz und zur Verminderung
von Tierversuchen 2025 an Prof. Hans Clevers (Professor
am Hubrecht Institute der Universitat Utrecht, Niederlan-
de, und bis Ende August 2025 zudem Leiter Roche Forschung
und Frithe Entwicklung (pRED)) fiir seine wegweisenden
Versuche zur Etablierung der Darmorganoide ging [4].

Generell gibt es verschiedene Formate von Organoid-
kulturen, wobei solche im Miniaturformat (,organ-on-a
chip“) prinzipiell miteinander koppelbar sind. Damit
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3R steht fiir Replace, Reduce, Refine, d. h. Ersetzen, Reduzieren, Verbessern.
Dabei markiert die Anzahl der Sterne das MaB der Verbesserung.

scheint es in Zukunft moglich zu sein, das Zusammenspiel
vieler Organe eines ganzen Organismus darzustellen. Ein
Nachteil ist aber, dass solche Chip-basierten Systeme nicht
sehr gut skalierbar sind; d.h. sie sind gut fiir analytische
Fragestellungen, aber nur begrenzt geeignet, wenn grofie-
re Zellmengen bendtigt werden. Solche Kulturen werden
weiter unten beschrieben. Natlirlich konnen aber auch
komplexe Multi-Organoidsysteme weiterhin nicht alle
Tierversuche ersetzen, z.B. wenn es um neurologische
Prozesse und deren Auswirkungen im ganzen Organismus
(Verhalten etc.) geht.

IN KURZE

- Tierversuchszahlen sind in Deutschland dank neuer In-vitro-Methoden rtick-
gdngig.

- Der einzellige Parasit Toxoplasma gondii ist in der deutschen Bevélkerung weit
verbreitet, aber nahezu unbekannt.

- Sein komplexer Lebenszyklus in verschiedenen Wirten erschwert dessen Nach-
stellung in vitro und somit die Forschung.

- Neue Darmorganoidmodelle konnten Infektionsversuche in Mdusen und
Katzen zu Forschungszwecken reduzieren.

- Forschung an kiinstlichem Fleisch ermdglicht auch die Reduzierung von
tierischen Produkten fiir den Einsatz in In-vitro-Modellen von Toxoplasma.
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Katzen als Endwirt (E) mehrere Zwischenwirte (Z) auftreten kénnen. Menschen

konnen sich iiber Fleisch infizierter Tiere, mit Katzenkot verunreinigtem Gemiise oder Organtransplante (T) infizieren. Eine detaillierte Beschrei-

bung findet sich im Abschnitt ,,Infektionszyklus von Toxoplasma*.

Der Parasit Toxoplasma gondii: Jeder Zweite
hat ihn, kaum einer kennt ihn
Der einzellige, intrazellulire Parasit Toxoplasma gondii
kommt weltweit sowohl in allen warmbliitigen Tieren als
auch im Menschen vor und kann dort alle Organe besie-
deln. Damit handelt es sich um einen » zoonotischen Er-
reger, wobei seine Verbreitung in Nutztieren fiir die Infek-
tion des Menschen von besonderer Bedeutung ist. Die von
ihm verursachte Infektionskrankheit wird Toxoplasmose
genannt, wobei die Ausprigung von Krankheitssympto-
men bei den meisten Menschen mit funktionierendem
Immunsystem nur mild ist (z.B. Fieber, Miidigkeit, Mus-
kelschmerzen und geschwollene Lymphknoten). Entspre-
chend wissen die meisten der 25-30 Prozent weltweit
Infizierten (in Deutschland 50 % der Erwachsenen) nicht,
dass sie infiziert wurden und damit den Parasiten chro-
nisch in sich tragen. Ist das Immunsystem jedoch durch
Krankheit oder durch die Einnahme von Immunsuppres-
siva geschwicht (z.B. AIDS-Patienten oder Transplantat-
empfinger), kann die Infektion unbehandelt zu ernsthaf-
ten medizinischen Symptomen wie Verwirrtheit, Sehsto-
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rungen und anderen neurologischen Problemen bis hin
zur Enzephalitis fiithren. Infiziert sich eine Schwangere
zum ersten Mal mit Toxoplasma, so ist dies besonders
gefihrlich, da auch das ungeborene Kind infiziert und da-
durch geschidigt werden kann. Abhingig vom Zeitpunkt
dieser sogenannten ,Primirinfektion“ konnen die Folgen
fur den Fotus dramatisch sein (z.B. bleibende Fehlbildun-
gen, Augenschiden, Gehirnentziindungen etc.) und in
schweren Fillen unbehandelt auch zur Fehlgeburt fithren.
Gliicklicherweise gibt es bei frithzeitiger Erkennung recht
gut wirkende Medikamente gegen die akute Infektion [5].

Infektionszyklus von Toxoplasma
Wie bei vielen anderen Parasiten sind auch der Infektions-
und Lebenszyklus von Toxoplasma recht komplex (Abbil-
dungen 2 und 3). Den Infektionszyklus zeigt Abbildung 2:
Infizierte Katzen und andere Feliden scheiden mit dem
Kot Millionen von » Oozysten aus (Dauerstadium in der
Umwelt, 0). Damit kann der Erreger durch kontaminierte
Nahrung bzw. Oberflichenwasser sowohl auf Nutztiere
als auch auf den Menschen iibertragen werden (o, wobei
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prinzipiell alle als Zwischenwirt (Z) dienen koénnen, so-
fern sie vom Endwirt (E) gefressen werden). Infizierte
Beutetiere von Katzen bringen Toxoplasma dadurch zu-
riick in den Endwirt (b). Der Verzehr von ungeniigend
gegartem Fleisch oder Wurst infizierter Tiere ist der zwei-
te Weg, mit dem sich der Mensch infizieren kann (b). Dies
erfolgt durch das zweite infektiose Stadium, die sogenann-
ten » Bradyzoiten in Gewebszysten (b). Eine besondere
Bedeutung hat beim Menschen die Ubertragung auf das
Ungeborene wihrend der Schwangerschaft (kongenitale
Infektion, f). Auch Organtransplantate Infizierter sind ei-
ne mogliche Infektionsquelle (T). Ein drittes Stadium sind
die » Tachyzoiten (t). Diese sich schnell vermehrende
Form verbreitet sich nach einer Infektion im gesamten
Wirt und wandelt sich in das chronische Bradyzoiten-Sta-
dium um.

Intrazelluléirer Lebenszyklus
Bradyzoiten sind innerhalb einer Wirtszelle von einer Zys-
tenwand umgeben (Abbildung 3a). Sie konnen in allen

Geweben vorkommen, finden sich aber hiufig in Muskel-
zellen (Abbildung 3b), was ihre Verbreitung durch Fleisch-
verzehr erklirt. Dabei ist die vorhandene Resistenz von
Bradyzoiten gegen den sauren pH des Magens entschei-
dend, damit eine anschlieRende Infektion tiber die Darm-
wand stattfinden kann (Abbildung 3¢). Im Darmepithel
wandeln sie sich schnell in Tachyzoiten um.

Zusitzlich zu dieser ungeschlechtlichen Vermeh-
rung kann bei allen Katzenartigen (Felidae), den einzi-
gen Endwirten, eine sexuelle Fortpflanzung stattfin-
den (Abbildung 3d). Die dabei entstehenden Oozysten
konnen harschen Umwelteinfliissen wie ultravioletter
Strahlung, hohen und niedrigen Temperaturen und
Austrocknung widerstehen. So kénnen sie iiber viele
Monate (nach dem Vorgang der sogenannten Sporula-
tion) als » Sporozoiten, dem vierten Entwicklungssta-
dium, innerhalb der Oozyste in der Umwelt infektios
bleiben (Abbildung 3e). Deren orale Aufnahme iiber
den Magen/Darm schliet damit den Infektionszyklus
ab (Abbildung 3¢).

ABB. 3 | LEBENSZYKLUS VON TOXOPLASMA AUF ZELLULARER EBENE
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a) Tachyzoiten und Bradyzoiten bilden nach dem Eindringen in eine Wirtszelle eine von einer Membran umgebene Vakuole und teilen sich.
Bradyzoiten differenzieren dabei zu Tachyzoiten. Das chronische Bradyzoitenstadium bildet sich aus Tachyzoiten unter dem Einfluss von
Stressfaktoren, und aus der Vakuole wird eine Gewebszyste. b, in vivo) Dies geschieht in allen Geweben, hadufig aber im Muskelgewebe. b,
in vitro) In vitro kann man dies in Muskelfaserzellen (Myotuben) erreichen. c, in vivo) Nach der Aufnahme von Gewebszysten (s. Abb. 3)
dringen Bradyzoiten in das Darmepithel ein und wandeln sich wieder in Tachyzoiten um. Diese passieren das Darmepithel und verbreiten
sich im gesamten Wirt. ¢, in vitro) In vitro kann man dies zu einem gewissen Grad nachstellen (s. Abb. 5). d) Der sexuelle Entwicklungsweg
aus Bradyzoiten startet nur im Darmepithel von Katzen. Uber mehrere Stadien entstehen daraus Oozysten. e) Diese werden von der Katze
ausgeschieden und sporulieren (,,reifen*) in der Umwelt nach Tagen. Dadurch entstehen Sporozoiten, die hochinfektios sind und ebenfalls
zur Infektion fithren konnen (Kasten in c). Abb. verdndert nach [12].
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Warum ist Forschung an Bradyzoiten und

Oozysten von Toxoplasma notwendig?

Da bei der iiberwiegenden Mehrheit der Infizierten 7Toxo-
plasma lebenslang in Form von Bradyzoiten innerhalb
einer Gewebszyste verbleibt, besteht ein grofies Interesse,
dieses Stadium zu eliminieren. Die Zystenwand schiitzt
aber sowohl vor einer Immunantwort als auch vor Medi-
kamenteneinfluss relativ gut. Bislang gibt es keine Medika-
mente oder Substanzen, die in der Lage sind, einen Wirt
von Bradyzoiten zu befreien, womit prinzipiell dauerhaft
die Gefahr einer erneuten akuten Infektion aufgrund einer
Re-Differenzierung besteht (Abbildung 3a). Gerade in ei-
ner zunehmend ilter werdenden Bevolkerung mit einem
nachlassenden Immunsystem ist so mit Komplikationen
zu rechnen.

Dem Oozystenstadium kommt eine grofle, bislang
aber wenig erforschte Bedeutung im Infektionsgeschehen
zu, was auch an einem fehlenden In-vitro-System liegt.
Dies erschwert nicht nur Untersuchungen zur allgemei-
nen Biologie dieses Erregers, sondern auch zu mehr ange-
wandten Fragen, wie z. B. welche Molekiile oder Proteine
fiir die Widerstandsfihigkeit gegen Umwelteinfliisse ver-
antwortlich sind (Abbildung 3e) [6]. Solche Erkenntnisse
konnten aber wichtig sein, um z.B. bessere Methoden zur
Inaktivierung von Oozysten in landwirtschaftlichen Betrie-
ben zu entwickeln, wo Katzen und Schlachtvieh in enger
Nachbarschaft leben (Stichwort ,Zoonose*).

Forschung an den infektiésen Stadien von

Toxoplasma bendétigt oft Tierversuche
Bislang wird Forschung an Toxoplasma hauptsichlich am
schnell wachsenden Tachyzoitenstadium betrieben, das
recht einfach in grofen Mengen in Zellkultur gewonnen
werden kann. Tachyzoiten haben viele experimentelle
Vorteile - auch im Vergleich zum verwandten Malariaer-
reger Plasmodium falciparum, weswegen Toxoplasma
auch hierfiir bei einigen Fragestellungen als Modell be-
nutzt wird. Tachyzoiten konnen beispielsweise problem-
los in Fibroblasten kultiviert werden und behalten ihre
hauptsichlichen Eigenschaften bei, wie sie auch in vivo
in Versuchstieren zu beobachten sind. Anders sieht es fiir
Oozysten und Bradyzoiten aus, die bislang von bzw. aus
infizierten Tieren stammen.

Bislang sind viele Versuche im Labor mit Bradyzoiten
davon abhingig, dass diese zuvor in Miusen ,produziert”
werden missen. Anders als fiir Tachyzoiten ist dies in
vitro fiir Bradyzoiten bisher wesentlich weniger effizient
moglich. Vor allem waren solchermafien gewonnene Bra-
dyzoiten in wichtigen Merkmalen (z.B. Dicke der Zysten-
wand, Widerstandsfihigkeit gegen erhohte Temperatur
bzw. chemischen Inhibitoren) denen von Miusen nicht
ebenbiirtig. Dies lag vor allem daran, dass die Differenzie-
rung vom Tachyzoiten- zum Bradyzoitenstadium mit dem
Auslosen von Stress (z.B. erhohtem pH-Wert des Kultur-
mediums, Nihrstoffmangel etc.) in der Zellkultur eingelei-
tet werden musste (Abbildung 3a). In der Maus geschieht
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dies quasi automatisch durch eine Vielzahl an Signalen
(z.B. zellulire Umgebung, Immunantwort), deren Zusam-
menspiel aber noch wenig verstanden ist (Abbildung 3b).
Die Stressbehandlung fithrte aber letztlich dazu, dass die
Bradyzoitenkultur nach maximal zwei Wochen aufgrund
des Zelltodes der Wirtszelle beendet werden musste. So-
mit konnten auch Versuchsergebnisse mit solchen in
vitro erzeugten Bradyzoiten nicht direkt mit denen aus
der Maus (in vivo) verglichen werden, da hier mehrere
‘Wochen bis Monate verstreichen konnen, bevor die Para-
siten isoliert werden.

In-vitro-Bradyzoiten aus Muskelzellkulturen

und Organoiden
Seit kurzer Zeit steht nun aber ein In-vitro-Kultursystem
zur Verfiigung, das entscheidende Vorteile bietet und das
Potenzial hat, viele Mausversuche tiberfliissig zu machen
[7]1 (Abbildung 3b, in vitro; Abbildung 4). Es basiert auf
humanen, immortalisierten (,unsterblichen“) Skelett-
muskelzellen (genannt KD3) als Wirtszelle fiir Tachyzoi-
ten, die sich dann unter entsprechenden Kulturbedin-
gungen in Bradyzoiten differenzieren (Abbildung 3b, in
vitro; Abbildung 4). Diese differenzierten Muskelzellen
(> Myotuben) kénnen sechs Wochen und linger die Rei-
fung der Bradyzoiten hin zu Gewebszysten mit den ge-
winschten Eigenschaften unterstiitzen [7]. Dabei ge-
schieht die Differenzierung in den Muskelzellen - anders
als z.B. in Fibroblasten - spontan (Abbildung 4, [8]). Ein
Vorteil dieser Methode ist (verglichen mit Bradyzoiten
aus der Maus), dass damit eine handhabbare Moglichkeit
existiert, ganze Banken an chemischen Substanzen auf
deren Fihigkeit hin zu iiberpriifen, das Wachstum von
Bradyzoiten zu stoppen. Damit konnten mit dem be-
schriebenen KD3-Kultursystem einige Substanzen iden-
tifiziert werden, die gegen Bradyzoiten wirken [9]. Die-
ser Ansatz wire mit In-vivo-Bradyzoiten kaum moglich
gewesen.

Der nichste Schritt, der zur Einsparung von Versu-
chen mit Miusen fithren soll, ist die Nachahmung der
Darmwand #n vitro. Bradyzoiten und Sporozoiten benut-
zen dieses Organ als Haupteintrittspforte in den Wirt (Ab-
bildung 3¢), womit ein Kultursystem fiir Darmorganoide
von grofder Bedeutung ist [10]. Dabei spiegeln die aus
Stammzellen gewonnenen ,Mini-Organe“ weitgehend die
zellulire Komplexitit des Darmgewebes wider. Sie stellen
damit eine potenziell unbegrenzt zur Verfiigung stehende
Quelle fiir nicht-transformierte, komplexe Gewebe dar
(Abbildung 3c, in vitro). Die verschiedenen Zelltypen
werden durch die Zugabe bestimmter Wachstums- und
Differenzierungsfaktoren induziert und kénnen als dreidi-
mensionale Gebilde, aber auch als Zellrasen ausgesit wer-
den (Abbildung 5a, b). Letzteres erleichtert die Arbeit mit
Pathogenen, die in das Darmepithel eindringen miissen.
Allerdings fehlen Immunzellen und Mikroorganismen des
Darms in diesem System, konnen aber in Ko-Kulturen hin-
zugefiigt werden.
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ABB. 4
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men der drei Phasen. KD3-Myotuben = immortalisierte Skelettmuskelzellen. Abb. verdndert nach [8].

Damit der Infektionsprozess im Darm, wie er auch in
der Maus oder dem Menschen stattfindet (Abbildung 3c,
[10]), simuliert werden kann, sollen Zellen aus Darmorga-
noiden auf einem Filter wachsen und eine dichte Epithel-
zellschicht ausbilden. Nach einem Pepsinverdau, der die
Magenpassage nachstellt, werden Bradyzoiten aus KD3-
Myotuben auf die Darmzellen gegeben (Abbildung 5¢).
Die Fibroblasten unterhalb des Filters ersetzen dabei die
Lamina Propria des Darmepithels, welche zu erreichen
eine Voraussetzung fiir eine erfolgreiche Infektion durch
Bradyzoiten ist. Dies ist in dem geschilderten In-vitro-
System mikroskopisch leicht zu verfolgen. Damit sollten
z.B. Versuche mit genetisch verinderten Parasiten, von
denen vermutet wird, dass sie in diesem essentiellen
Schritt der Infektion beeintrichtigt sind, nicht mehr not-
wendigerweise in Miusen durchgefiihrt werden miissen,
wie das bislang der Fall ist [11]. Entsprechende Versuche
werden zurzeit verfolgt.

Im Gegensatz zur asexuellen Vermehrung ist die sexu-
elle Entwicklung von Toxoplasma auf das Darmepithel
von Katzen beschrinkt (Abbildung 3d). Fir Oozysten
steht noch gar kein ,Produktionssystem* auf3er Katzen zur
Verfiigung [12]. Deren Infektion mit Toxoplasma ist nicht
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nur ethisch bedenklich, sondern macht es auch sehr
schwer, dafiir genetisch modifizierte Parasiten zu benut-
zen, da der Aufwand zum sicheren Arbeiten mit solcher-
mafien infizierten Katzen deutlich erhéht und nur in we-
nigen Laboren weltweit moglich ist. In eigenen Arbeiten
konnten erste Schritte unternommen werden, um dauer-
hafte (mehrere Monate lange) Darmorganoidkulturen aus
Katzen zu erhalten und mit Toxoplasma zu infizieren.
Allerdings ist es bislang nicht gelungen, damit sexuelle
Stadien oder Oozysten zu erzeugen. Neueste Arbeiten las-
sen vermuten, dass dies prinzipiell moglich sein wird, dass
aber neben dem Darmepithel noch andere, bislang unbe-
kannte Faktoren eine Rolle spielen [13].

Tierproduktfreie Zellkulturen sind immer

hdufiger moglich
Denkt man das 3R-Konzept konsequent zu Ende, dann
werden auch Zell- und Organoidkulturen nicht ohne den
Einsatz von Tieren durchgefiihrt. Die meisten Zelllinien
bendtigen die Zugabe von fétalem Rinderserum (fetal bo-
vine/calf serum, FBS/FCS) fiir optimales Wachstum. Wie
der Begriff vermuten lisst, wird dieses Serum aus noch
lebenden Foten trichtiger Rinder bei deren Schlachtung
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ABB. 5 | IN-VITRO-ERZEUGUNG VON BRADYZOITEN IN ORGANOIDEN
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a) Dreidimensionale » Sphéaroid-Kultur in der Durchlicht- (oben) bzw. Fluoreszenzmikroskopie (unten). b) Aufbau eines Darmorganoidsys-
tems zur funktionellen Beurteilung von In-vitro-Bradyzoiten beziiglich ihrer Fihigkeit, im Darmepithel zu differenzieren und es erfolgreich
zu durchdringen. Die Tachyzoiten in den Fibroblasten dienen dafiir als Nachweis. c) Mikroskopische Aufnahme eines infizierten Zellrasens
(s. b), gewonnen aus Sphéaroiden. Es handelt sich dabei um eine Projektion einer dreidimensionalen Aufnahme. Die grauen bzw. schwarzen
Kreise markieren zwei Bradyzoiten in den drei Ebenen. Fotos und Bild: E. Delgado Betancourt.
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gewonnen, was ethische Fragen aufwirft. Auch andere
Bestandteile von Kulturmedien basieren auf tierischen
Produkten, wie z.B. Kollagene und Wachstumsfaktoren
sowie Rinder-Serumalbumin (BSA) (Abbildung 6). Diese
werden oft zum Anhaften der Zellen an die Oberflichen
der Kulturgefifie benotigt. Allerdings sind sie oft Neben-
produkte, die bei der Schlachtung von Rindern oder
Schweinen fiir die Fleischgewinnung anfallen und daher
meist ohne zusitzliche Tétung von Tieren verfiigbar sind.

Die Tachyzoitenkultur in humanen Fibroblasten ist fiir
lingere Zeit auch mit einem chemisch definierten Wachs-
tumsmedium moglich, wobei FBS durch 0,5% BSA und
pflanzliche Lipide ersetzt wurde [14]. Dagegen bendtigt
die KD3-Kultur in der bisherigen Art 20 % FBS sowie einen
weiteren Zusatz, der aus FBS gewonnen wird. Daher ist
die Suche nach einem alternativen Medium ohne diese
Komponenten vorrangiges Ziel, um dem 3R-Konzept noch
besser entsprechen zu konnen.

Recht problematisch ist auch die Verwendung von
16slicher Basalmembranmatrix, auch extrazellulire Matrix
genannt (bekannt unter den Markennamen » Matrigel®
oder Cultrex®), die von Engelbreth-Holm-Swarm-(EHS)-
Maus-Sarkomzellen abgegeben wird. Diese komplexe Mi-
schung aus unterschiedlichen Zellbestandteilen ist gerade
fur das Wachstum in drei Dimensionen (3D-Kultur) von
Organoidkulturen von entscheidender Wichtigkeit. Aller-
dings wichst der EHS-Tumor nur in Miusen, was ethisch
problematisch ist. Dementsprechend ist Matrigel/Cultrex
nicht in beliebigen Mengen verfiigbar. Auch kann die Zu-
sammensetzung zwischen verschiedenen Priparationen
und Herstellern variieren, was die Reproduzierbarkeit von
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Experimenten beeinflussen kann. All dies sowie die sehr
hohen Kosten sprechen fiir Alternativen. Gleiches gilt
auch fiir FBS. Daher werden schon seit lingerem Ersatz-
stoffe fiir diese essentiellen Zellkulturzusitze gesucht (sie-
he auch die Fetal Calf Serum-free Database; https://fcs-
free.sites.uu.nl).

Damit sind auch Darmorganoidkulturen nach 3R-Re-
geln, wie viele andere Stammzell-basierte In-vitro-Modelle,
letztlich nicht tierversuchsfrei, da sie auf Matrigel/Cultrex
angewiesen sind, um das dreidimensionale extrazellulire
Matrixmilieu herzustellen, das » Sphiroide zum optimalen
‘Wachstum bendétigen. Auch das Anhaften von daraus gene-
rierten Zell-Monolayern bendtigt zu einem geringeren Pro-
zentsatz dieses oder dhnliche Hydrogele. Entsprechend
grof} sind die Anstrengungen, EHS-basierte Hydrogele
durch synthetische Stoffe zu ersetzen bzw. auf Matrices auf
Kollagen- oder Gelatinebasis (als kleinerem Ubel) auszuwei-
chen. Die Fortschritte sind beachtlich, allerdings sind die
Alternativen sehr teuer und auch nicht immer fiir jeden
Ansatz geeignet. Dagegen ist das Kulturmedium fiir Darm-
organoide bei der Verwendung ausschliellich rekombinan-
ter Wachstumsfaktoren FBS-frei. Viele Protokolle benutzen
aber weiterhin aus Kostengriinden die aus FBS-haltigen
Zellkulturen stammenden Proteine.

An dieser Stelle sei bemerkt, dass das Arbeiten mit den
genannten Kulturmodellen generell sehr kostenintensiv
ist und entsprechenden Zugang zu den oben genannten
Komponenten voraussetzt, was zurzeit wohl nur mit ent-
sprechenden Mitteln ausgestatteten Institutionen moglich
ist. Versuchsmiuse werden daher leider fiir Viele zunichst
weiterhin die erste Option bleiben.
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ABB. 6 | ZELLKULTURMEDIUMERSATZ NACH
DEM 3R-PRINZIP
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a) Zusammensetzung eines iiblichen Wachstumsmedi-
ums fiir Zellen. Die Komponenten in den weien Kreisen
sind chemischer Natur, wogegen die in roten aus Tieren
gewonnen werden. b) Serumersatz fiir die Kulturmedien
von Myoblasten (SFGM) und Myotuben (SFDM) aus dem
Rind, welcher fiir cultured meat genommen wird [16]. Mit
Ausnahme von BSA sind alle Bestandteile nicht-tierischen
Ursprungs. ECM = extrazelluldre Matrix (engl. extracellu-
lar matrix).

Wo sich Forschung zu kultiviertem

Muskelfleisch und Toxoplasma treffen
Vor einiger Zeit ist ein Biotechnologiezweig entstanden,
der ein neues Produkt verkaufen mochte -  kultiviertes
Fleisch“ (cultured meat). Darunter versteht man die Her-
stellung von hauptsichlich Muskelfleisch aus Vorliuferzel-
len von Myoblasten (Satellitenzellen) in groflerem Mag-
stab, um damit die Aufzucht und das T6ten von Tieren zur
Fleischgewinnung zu vermeiden [15]. Diese Produktion
sollte daher nach Moglichkeit ohne tierische Zusitze er-
folgen, so dass das Produkt entsprechend vermarktet wer-
den kann. Das gemeinsame Ziel der Bradyzoitenkultur in
KD3-Muskelzellen und der cultured meat-Industrie ist also
die Tierprodukt-freie Kultivierung von Muskelzellen,
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GLOSSAR

Tachyzoit: schnell teilende Form von Toxoplasma gondii
wdhrend akuter Infektion.

Bradyzoit: infektiose chronische Form des Parasiten in
Gewebezysten.

Oozyste: im Katzenkot ausgeschiedene Dauerform des
Parasiten.

Sporozoit: infektiése Form in Oozysten nach Reifung.
Organoid: Stammzell-basiertes Miniaturorgan aus Zellen
mit unterschiedlichen Funktionen.

Sphdroid: 3D-Zellaggregat, Ausgangsstruktur fiir differenzi-
ertere Organoide.

Matrigel/Cultrex: Gelartige extrazelluldre Matrix zur Unter-
stiitzung von Organoidkulturen, kommerziell aus Maus-Tu-
morzellen gewonnen.

Myotuben: mehrkernige differenzierte Muskelzellen, die
durch Fusion von Vorlduferzellen (Myoblasten) entstanden
sind.

zoonotischer Erreger: zwischen Tier und Mensch ibertrag-
barer Erreger einer Infektionskrankheit (Zoonose).

wenn auch aus unterschiedlichen primiren Interessen.
Aus wissenschaftlichen Publikationen sowie Patenten sind
entsprechende Rezepturen bekannt (Abbildung 6). Sie be-
schreiben die Reduktion auf einige wenige Komponenten
wie z.B. rekombinant hergestellte Protein-Wachstumsfak-
toren aus Bakterien oder Hefe sowie ebenfalls rekombi-
nantes Serumalbumin [16]. Zusammen sollen sie als
Serumersatz dienen. Die berichteten Erfolge sind vielver-
sprechend, und diese und andere Ansitze werden derzeit
auch in eigenen Arbeiten verfolgt. So lisst sich z.B. die
Anzahl an Myotuben durch Zugabe von Inhibitoren fiir
bestimmte Mitogen-aktivierte Proteinkinasen, die in der
Differenzierung der Myoblasten involviert sind, erheblich
erhohen. Damit einhergehend ist eine Einsparung an FBS
zu erreichen, was dem 3R-Prinzip weiter entgegenkommt.

Zusammenfassung

In diesem Artikel werden einige der Méglichkeiten als auch
der Probleme aufgezeigt, die sich ergeben, wenn man die
3R-Prinzipien in der Infektionsforschung einfiihren méchte.
Parasiten - aufgrund ihrer komplexen Lebensweise in meh-
reren Wirten -, sind dabei besonders anspruchsvoll, wenn
als Ziel ein Lebenszyklus vollstdndig in vitro abgebildet wer-
den soll [12]. Durch die Erfolge der letzten Jahre — sowohl
mit Organoid-basierten Kultursystemen als auch in perma-
nenten Muskelzellsystemen — werden viele Tierversuche fiir
Toxoplasma (wie hier dargestellt) und verwandte Parasiten
in Zukunft entweder verringert oder, je nach Forschungsfra-
ge, sogar ersetzt werden kénnen [17].

Summary
Newer methods for reducing animal testing:
The 3R concept and the parasite Toxoplasma
gondii
This article highlights some of the opportunities as well as
problems that arise when attempting to introduce the 3R
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principles to infection research. Due to their complex life-
style in multiple hosts, parasites are particularly challenging
when the goal is to completely replicate a life cycle in vitro
[12]. Thanks to successes of the past years with both orga-
noid-based culture systems and permanent muscle cell sys-
tems, many animal experiments involving Toxoplasma (as
described here) and related parasites will either be reduced
or, depending on the research question, will even be re-
placed in the future [17].
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