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VORWORT

Liebe Leserinnen und Leser,

das Jahr 2011 war fur das Fraunhofer ITEM ein besonderes
Jahr — konnten wir doch zurtickblicken auf 30 Jahre erfolgreiche
Gesundheitsforschung sowohl im praventivmedizinischen als
auch im therapeutischen Bereich. Die Jubildumsfeier 6ffnete
aber gleichzeitig auch den Blick in die Zukunft, denn anlasslich
der Feierlichkeiten erfolgte auch der erste Spatenstich fr das
Clinical Research Center Hannover — CRC Hannover. Mit die-
sem neuen Studienzentrum, das im Herbst 2013 seine Arbeit
aufnehmen wird, erfahrt die klinische Atemwegsforschung
am Fraunhofer-Institut die dringend notwendige Erweiterung.
Darlber hinaus ist dieses Zentrum auch ein exemplarisches
Beispiel daflr, dass zwei auBeruniversitare Forschungsinstitute
— Fraunhofer ITEM und Helmholtz-Zentrum fur Infektionsfor-
schung — und eine Universitat — Medizinische Hochschule
Hannover — in einem Forschungsgebaude fur frihe klinische
Studien zusammenarbeiten. Allen drei Institutionen ist es wichtig,
die medizinische Translationsforschung, d. h. die Entwicklung
von neuen Therapien und Diagnostika bis zur erfolgreichen
Anwendung beim Patienten, voranzubringen.
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»Grundsteine« wurden im vergangenen Jahr gleich mehrere
gelegt, und das nicht nur in unserem Stammhaus in Hannover.
Im Biopark in Regensburg hat der renommierte Forscher Pro-
fessor Christoph Klein in Verbindung mit seinem Lehrstuhl an
der Universitat Regensburg eine Fraunhofer-Projektgruppe auf
dem Gebiet der personalisierten Krebstherapie aufgebaut. Mit
dieser Gruppe wird die Pharmaforschung und -entwicklung
am Fraunhofer ITEM thematisch erweitert. Deutlich ausgebaut
werden konnte auch der Standort in Braunschweig. Die dort
ansassigen pharmazeutischen Biotechnologen haben neue
und neu ausgestattete Raumlichkeiten auf dem Campus des
Helmholtz-Zentrums fur Infektionsforschung bezogen. Insge-
samt stehen jetzt etwa 2000 m? Labor- und Technikumsflache
fur Verfahrensentwicklung, Scale-up, GMP-Produktion und
Abflllung zur Verfigung. Damit kénnen die seit Uber zehn
Jahren erfolgreich auf dem Markt der Biopharmazeutika tatigen
Experten ihr Forschungs- und Dienstleistungsangebot deutlich
erweitern.

Virtuell aufgebaut wurde 2011 das Deutsche Zentrum fur
Lungenforschung — ein deutschlandweiter Verbund von sechs
exzellenten universitaren und auBeruniversitaren Kooperations-
partnern —, der sich mit einer langfristigen Forderung durch
das BMBF eine schnelle Entwicklung von Diagnostika und neuen



Therapien gegen Lungenkrankheiten zum Ziel gesetzt hat.
In diesem Verbund ist das Fraunhofer ITEM mit der Medizi-
nischen Hochschule Hannover als Kooperationspartner ein-
gebunden. Mit dem CRC Hannover unterstiitzt das Institut
ein weiteres Gesundheitszentrum, das Deutsche Zentrum
fur Infektionsforschung.

Das Fraunhofer ITEM kann also zuversichtlich in die Zukunft
schauen. Viele Grundsteine sind gelegt, viele Projekte haben
begonnen. Einen Uberblick tiber unser Themenspektrum
und einige Beispiele aus der aktuellen Forschung finden Sie
in dem vorliegenden Jahresbericht 2011.

Fur all das danke ich den Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern,
den Kuratoren, Férderern und Kunden. Ohne ihr Engagement
waren diese Fortschritte nicht moglich gewesen. Ich freue
mich auf weitere gute Zusammenarbeit.

Z
Prof. Dr. Dr. Uwe Heinrich
Geschaftsfuhrender Institutsleiter




DAS INSTITUT IM PROFIL

SCHWERPUNKTE

Den Menschen in unserer industrialisierten Welt vor gesund-
heitlicher Gefahrdung zu schitzen und an der Entwicklung
neuer therapeutischer Ansatze mitzuwirken — das sind die
Ziele des Fraunhofer ITEM. Einen Schwerpunkt bildet die
Atemwegsforschung: Uber die Lunge werden unzahlige luft-
getragene Substanzen — Schadstoffe und auch Arzneimittel —
aufgenommen. Gemeinsam mit unseren Kunden aus Industrie,
Industrieverbanden, Berufsgenossenschaften und Behorden
entwickeln und prufen wir neue Medikamente gegen Atem-
wegserkrankungen — insbesondere gegen Asthma, Heuschnup-
fen und chronische Bronchitis —, erforschen Wirkmechanismen
und ermitteln die Risiken von potenziellen Schadstoffen. Ein
breites Spektrum an Kompetenzen ermdglicht es uns, Kom-
plettlésungen anzubieten — von der Idee bis hin zum Produkt.

Im Fokus: Lunge und Atemwege

Der Respirationstrakt spielt bei den Untersuchungen am
Fraunhofer ITEM eine zentrale Rolle. In In-vitro- und In-vivo-
Modellen werden vornehmlich Stoffe untersucht, die inhalativ
aufgenommen werden. Dazu gehdren sowohl einzelne Kom-
ponenten, wie Faserstaube oder ultrafeine Partikel und Nano-
partikel, als auch komplexe Gemische, die am Arbeitsplatz oder
in der Umwelt entstehen, beispielsweise Automobilabgase
oder Kokerei- und Bitumendampfe.

Medikamente priifen und entwickeln

Fur entztndliche und allergische Erkrankungen bietet das
Fraunhofer ITEM Forschungs- und Entwicklungsarbeiten vom
Molekdl bis hin zur klinischen Priifung an. Mit zell- und mole-
kularbiologischen Methoden werden neue Zielstrukturen fur
Diagnostik und Therapie validiert und in der frihen Entwick-
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lung optimiert. Sind mdégliche Arzneimittelkandidaten erkannt,
werden Wirksamkeit und Sicherheit getestet. Fur die Zulassung
von Medikamenten fuhrt das Fraunhofer ITEM toxikologische
und sicherheitspharmakologische Priifungen unter Einhaltung
der GLP-Richtlinien (»Good Laboratory Practice«) durch. In der
Pharmazeutischen Biotechnologie werden Herstellungsverfahren
fr biopharmazeutische Wirkstoffe entwickelt. Fur klinische
Prafungen mit Biopharmazeutika stellen wir die Prifsubstanz
nach GMP-Richtlinien (» Good Manufacturing Practice«) her.
Auch Infusionslosungen werden aseptisch in einer GMP-Einheit
abgefullt.

Klinische Studien

Fur die Zulassung von Arzneimitteln fir die Indikationen Aller-
gie, Asthma und COPD (bekannt als Raucherhusten) fihrt das
Fraunhofer ITEM unter der Leitung von Facharzten klinische
Studien nach GCP-Richtlinien (»Good Clinical Practice«) durch,
vor allem Studien der Phasen I und Il. Als besondere Ausstattung
stehen dafUr verschiedene Expositionsraume zur Verflgung.

In der so genannten Fraunhofer Environmental Challenge
Chamber, die bisher fur die Exposition mit Graserpollen und
mit Hausstaub-Allergenen genutzt wird, konnen zuknftig
auch andere Allergene getestet werden.

Tumore individuell therapieren

Mit der personalisierten Tumortherapie befasst sich die gleich-
namige Fraunhofer-Projektgruppe, die seit 2011 an der Univer-
sitat Regensburg aktiv ist. Schwerpunkt ist die anwendungs-
orientierte Grundlagenforschung Uber die Bildung von Metas-
tasen und die Umsetzung der Ergebnisse in neue diagnostische
Verfahren und therapeutische Produkte.
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Themen im Uberblick

DIAGNOSE UND THERAPIE

Medikamente und Diagnostika priifen und entwickeln

* Pharmakologische und toxikologische Forschung und GXP-
Studien

e Klinische Forschung und Entwicklung auf dem Gebiet der ent-
zlindlichen und allergischen Erkrankungen der Atemwege
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PRAVENTION

Potenzielle Schadstoffe analysieren und bewerten

¢ Toxikologische Untersuchungen, Gefahrdungsbeurteilung und
Risikoabschatzung; insbesondere von inhalierbaren Schadstoffen

e Priifung und Registrierung von Chemikalien, Bioziden und
Pflanzenschutzmitteln

MECHANISTISCHE UNTERSUCHUNGEN

¢ Pathogenese von Erkrankungen

¢ Exogene und endogene Wirkstoffe

Potenzielle Schadstoffe bewerten

Ob am Arbeitsplatz, in der Umwelt oder in Verbraucherpro-
dukten — wir weisen Schadstoffe nach und prufen, inwieweit
der Mensch exponiert wird. Komplexe Atmospharen kénnen
im LabormaBstab nachgestellt werden. Am Fraunhofer ITEM
werden alle Untersuchungen angeboten: vom Nachweis der
luftgetragenen Schadstoffe bis hin zur Herstellung geeigneter
Testaerosole fur In-vivo- und In-vitro-Studien. Fur eine verlass-
liche Beurteilung der Gefahrdung werden inhalations- und
allgemeintoxikologische Untersuchungen durchgefihrt: an
Zellen, Geweben und Organismen.

Chemikalien priifen und registrieren

Auf der Grundlage von eigenen experimentellen Studien, von
Literaturrecherchen und von Daten der Auftraggeber erstellen
unsere Wissenschaftler Berichte Uber Priifsubstanzen und
fUhren bei Bedarf Expositions- und Risikoabschatzungen fur
den Menschen durch. AuBerdem unterstltzt das Institut die
Kunden bei der Registrierung von Chemikalien und komplexen
Gemischen und bei der Bewertung von Stoffen, die der euro-
pdischen Chemikalienverordnung REACH unterliegen.



DAS INSTITUT IM PROFIL

Qualitat auf hochstem Niveau sichern

Die Abteilung Qualitatssicherung ist verantwortlich dafur, dass
die Studien im Institut auf konstant hohem Niveau entsprechend
den GXP-Regularien durchgefihrt werden. Sie Uberwacht als
zentrale Einrichtung des Instituts die Umsetzung der gesetzlich
geforderten Qualitatssicherungssysteme GLP, GMP und GCP,
die gewahrleisten, dass die Prozesse bei der Herstellung und
Entwicklung von Arzneimitteln und der Sicherheitsprifung von
Chemikalien zuverlassig und nachvollziehbar durchgefuhrt
werden und die erhobenen Daten valide sind.

Expertise in der Mess- und Verfahrenstechnik:
Inhalierbare Aerosole fiir die Wirkungsforschung

Fur Inhalationsstudien sind das umfassende Fachwissen und
die langjahrige Erfahrung der Aerosoltechnologen am Fraun-
hofer ITEM eine wesentliche Voraussetzung. Das Know-how
Uber die Aerosolisierung von Substanzen sowie Uber die Depo-
sition und Kinetik von inhalierten Stoffen wird auch fur die
Entwicklung von Arzneimittelaerosolen genutzt.

Know-how kombinieren

Das Fraunhofer ITEM kooperiert mit Partnerinstituten inner-
halb der Fraunhofer-Gesellschaft und kombiniert das eigene
Know-how mit dem externer Kooperationspartner. Dadurch
wird das Leistungsangebot noch umfassender. Wichtige Part-
ner in der unmittelbaren raumlichen Nahe des Instituts sind

z. B. die Medizinische Hochschule Hannover (MHH), das Helm-
holtz-Zentrum fur Infektionsforschung (HZI) in Braunschweig
und das Twincore.

Gemeinsam mit der MHH und dem HZI griindet das Fraunhofer
ITEM ein neues klinisches Studienzentrum, das »Clinical Research
Center Hannover« (CRC Hannover). Der erste Spatenstich wurde
im Mai 2011 gefeiert. Bereits im Herbst 2013 sollen noch nicht
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zugelassene Medikamente auf ihre Sicherheit und Wirksamkeit
in klinischen Probandenstudien untersucht werden. Das CRC
Hannover wird eine optimale Infrastruktur fur frihe klinische
Studien (Phasen | und Il) bieten und die Basis fur eine enge
Verzahnung von Grundlagenforschung und klinischer Forschung
schaffen. Das neue Studienzentrum ist eingebunden in die
medizinische Translationsallianz in Niedersachsen (TRAIN).
TRAIN ist ein vom Niedersachsischen Ministerium fur Wissen-
schaft und Kultur geférderter interdisziplinarer Verbund von
universitaren und auBeruniversitaren Instituten in Niedersachsen
mit dem Ziel, neue Medikamente und Impfstoffe zu entwickeln
und mit moglichst reduziertem Kosten- und Zeitaufwand aus
dem Labor zum Patienten zu bringen.

Die am Institut vorhandenen Kompetenzen sind in vier
Geschaftsfeldern gebiindelt:
1. Pharmaforschung, Pharmaentwicklung und Medizinische
Biotechnologie

4. Prifung und Registrierung von Chemikalien, Bioziden und
Pflanzenschutzmitteln



Zum Erfolgskonzept des Fraunhofer ITEM gehort es, techno-

logische Trends und aktuelle Marktentwicklungen zu erkennen
und das Dienstleistungsangebot entsprechend anzupassen.
Von der Vorlaufforschung, den daraus gewonnenen wissen-
schaftlichen Erkenntnissen und innovativen Technologien pro-
fitieren die Kunden des Fraunhofer ITEM ebenso wie von den
weiterfiihrenden Projekten und vertiefenden Studien. Daher
wurden die folgenden Arbeitsgebiete und Kompetenzen eta-
bliert bzw. weiter ausgebaut:

Toxikologie

— Entwicklung eines Aerosolgenerators fur Kohlenstoffnano-
rohren (CNT) zur Durchfhrung von Inhalationsversuchen

— Verfahrensentwicklung zur automatisierten, spezifischen
Detektion und Quantifizierung biogener Luftschadstoffe

— Entwicklung von validierten In-vitro-Screening-Tests zur
Frage des Gefdhrdungspotenzials von Nanopartikeln

— Aufbau von Techniken zur gezielten elektronenmikroskopi-
schen Untersuchung von pathologischen Veranderungen und
von Nanopartikeln aus histologischen Schnittpraparaten

— Immunologische und histopathologische Untersuchungen
von humanem Probenmaterial aus dem Respirationstrakt

— Entwicklung von intelligenten Teststrategien fur die Chemi-
kalienbewertung

— Entwicklung von addquaten toxikologischen und pharma-
kologischen Testsystemen flr die Zulassung von Biopharmaka
gemaB den Anforderungen der Europaischen Arzneimittel-
agentur EMA

— Aufbau von toxikologischen Datenbanken

— Untersuchung von Struktur-Wirkungsbeziehungen in der
Toxikologie (QSAR)

— Entwicklung von Konzepten fir die Risikobewertung von
Stoffgruppen im Rahmen der Registrierung von Chemikalien
fur die neue europaische Chemikalienverordnung REACH

Pharmakologie

— In-vitro-Priifungen (Screening) von luftgetragenen Aerosolen,
einschlieBlich Medikamentenkandidaten

— Weiterentwicklung von Ex-vivo-Methoden (»Precision-cut
lung slices«, PCLS) zur Untersuchung von Substanzeffekten
auf die Lunge von verschiedenen Tierspezies und vom
Menschen (u. a. zur Bestimmung des allergenen Potenzials
von Chemikalien und Pharmaka)

— Entwicklung von Lungenentziindungsmodellen am nicht-
menschlichen Primaten (in Zusammenarbeit mit dem
Deutschen Primatenzentrum in Goéttingen)

— Weiterentwicklung von Tiermodellen fr chronisch obstruk-
tive Lungenerkrankung (COPD), Asthma und Lungeninfek-
tionen fur die Arzneimittelentwicklung

— Erzeugung von Expositions-Atmospharen mit unterschied-
lichen Allergenen fur klinische Priifungen der spezifischen
Immuntherapie im Fraunhofer-Provokationsraum

— Auffindung neuer Biomarker in der Ausatemluft zur Diagnostik
und Therapielberwachung von Atemwegserkrankungen

— Entwicklung neuer Biomarker (ncRNA) fur chronisch obstruk-
tive Atemwegserkrankungen

— Bildgebende Verfahren (MRT, CT und PET) in der klinischen
Wirkungsforschung

— Aerosole in der Medizintechnik: Entwicklung und Qualifizie-
rung innovativer Inhalationstechnologien

— Nutzung von Nanopartikeln fur therapeutische Zwecke, z. B.
als Vehikel von therapeutischen Antikérpern

— Entwicklung und Validierung von robusten Plattformtechno-
logien zur Herstellung von biopharmazeutischen Wirkstoffen
auf Basis von rekombinanten Antikdrpern und Nukleinsauren
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KURATORIUM

Die Kuratorien der einzelnen Fraunhofer-Institute stehen der
Institutsleitung beratend zur Seite. lhnen gehéren Personen
aus Wissenschaft, Wirtschaft und der 6ffentlichen Hand an.
Mitglieder des Kuratoriums des Fraunhofer ITEM waren im
Jahr 2011:

Dr. Eckhard von Keutz

Kuratoriumsvorsitzender

Senior Vice President, Global Head Early Development,
Bayer HealthCare AG

Professor Dr. Dieter Bitter-Suermann

Stellvertretender Kuratoriumsvorsitzender

Prasident und Présidiumsmitglied fur das Ressort Forschung
und Lehre der Medizinischen Hochschule Hannover

Professor Dr. Helmut Blome
Direktor, Institut far Arbeitsschutz der Deutschen
Gesetzlichen Unfallversicherung

Dr. Ulrich Deschl
Leiter Nichtklinische Arzneimittelsicherheit,
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG

Professor Dr. Paul-Georg Germann
Senior Vice President, Nycomed GmbH

Professor Dr. Thomas Jung

Translational Medicine Head European Union,
Novartis Pharma AG

Dr. Giinther Karmann

Geschaftsfuhrer, Karmann Consulting GmbH
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Dr. Martin Kayser
Senior Vice President, Head of the Department of
Product Safety, Regulations, Toxicology and Ecology, BASF AG

Professor Dr. Hillel S. Koren

Managing Director, Environmental Health, LLC,
ehemals Director Human Studies Division,

United States Environmental Protection Agency,
Research Professor Carolina Environmental Program,
The University of Carolina at Chapel Hill, USA

Professor Dr. Reinhard Pabst
Niedersachsen-Seniorforschungsprofessor
far Immunmorphologie,

Medizinische Hochschule Hannover

Professor Dr. Klaus F. Rabe

Chefarzt Pneumologie, Arztlicher Direktor und

Medizinischer Geschéftsfuhrer, Krankenhaus GroBhansdorf;
Innere Medizin — Pneumologie, Christian-Albrechts-Universitat
zu Kiel

Professor Dr. Gerhard Schliiter
Consultant in Toxicology,
ehemals Global Head Toxicology, Bayer HealthCare AG

Ministerialrat Dr. Hans Schroeder
Leiter Referat Wissenschaft und Wirtschaft, EU-Strukturfonds,
Niedersachsisches Ministerium fur Wissenschaft und Kultur

Dr. Thor A. Voigt

Head of Global Clinical Operations, Biometrics &
Data Management,

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG



PERSONAL UND BETRIEBSHAUSHALT

Am Jahresende 2011 waren am Fraunhofer ITEM 263 Per-
sonen tatig. Das Personal gliedert sich nach verschiedenen
Beschaftigungsgruppen wie folgt:
91 Wissenschaftler
69 graduierte Mitarbeiter
79 technische Mitarbeiter
4 Doktoranden
3 wissenschaftliche Hilfskrafte
5 sonstige Hilfskrafte
12 Auszubildende

Das Personal des Fraunhofer ITEM

Anzahl der Mitarbeiter

2011 263
2010
2009
2008
0 5|0 ‘I(I)O 1 EIBO 2&)0 2%0 3(|)0

Der Betriebshaushalt hat im Jahr 2011 ein Volumen von

21,5 Millionen Euro* erreicht. Dabei belief sich die Finanzierung
aus selbst erwirtschafteten Mitteln auf 72 Prozent. Der Anteil
der Industrieertrage am Betriebshaushalt betrug etwa 34 Pro-
zent — auf den Standort Hannover bezogen betrug er etwa

42 Prozent. Die Investitionen des Fraunhofer ITEM beliefen
sich auf rund 3,1 Millionen Euro.

Gesamthaushalt des Fraunhofer ITEM

In Mio €
2011 24,6
2010
2009
2008
0 é 1IO ‘I|5 2|0 2|5

M Investitionen
M Betriebshaushalt

Auftraggeber und externe Ertrage des Fraunhofer ITEM

In Mio €
0,6
2011 27/ 17,2
2010
2009
2008
| | | |
0 5 10 15 20

M Industrie und Wirtschaftsverbande
M Offentliche Auftraggeber

% 1,6 Mio Euro projektgebundene Investitionen des
Braunschweiger Institutsteils

M Sonstige

* vorldufige Zahlen zum Zeitpunkt der Drucklegung



ORGANIGRAMM FRAUNHOFER ITEM

Qualitatssicherung: Dr. |. Fleischhauer

Verwaltung: S. Reichert

INSTITUTSLEITUNG
Prof. Dr. Dr. U. Heinrich (geschaftsfihrend)

Prof. Dr. N. Krug

Informationstechnologie: Dr. G. Spiekermann

Haustechnik: L. lllichmann
Bibliothek: C. Jirgens

Marketing/PR: Dr. F. Drenk, Dr. C. Nastevska, K. Neubert

FUHRUNGSKONFERENZ

Institutsleitung und Bereichsleitung

Inhalationstoxikologie
Dr. O. Creutzenberg
Dr. B. Bellmann

Regulatorische und Allgemeine

Toxikologie
Dr. R. Fuhst

Reproduktionstoxikologie
Dr. J. Buschmann

Klinische Chemie und ADME
Dr. T. Hansen

Pathologie
Priv.-Doz. Dr. S. Rittinghausen

Genetische und
In-vitro-Toxikologie
Dr. C. Ziemann, Dr. J. Knebel

Mechanistische Toxikologie
Dr. R. Halter
Dr. M. Niehof

Tierhaus
Dr. T. Tillmann
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Klinische Atemwegsforschung
Prof. Dr. J. Hohlfeld
Dr. P. Badorrek

Klinische Methodenentwicklung
Dr. O. Holz

Klinische Pharmakologie
Prof. Dr. J. Frélich

Atemwegsimmunologie
Prof. Dr. A. Braun

Biomarker und Infektion
Dr. M. Miiller

Atemwegspharmakologie
Dr. H.-G. Hoymann

Immunpharmakologie und
Immuntoxikologie
Dr. K. Sewald

Qualitatskontrolle
Dr. L. Baydoun
Dr. |. Oltmann-Norden

Zellkulturtechnik
Dr. V. Hecht
Dr. S. Duvar

Mikrobielle Kultivierung
Dr. A. Ross
Dr. K. Bohle

Aufarbeitungstechnik
Dr. J. Paulsen
Dr. C. Luer

Aseptische Abfiillung
Dr. H. Ziehr
G. Bockenholt



Fraunhofer-Projektgruppe

Personalisierte Tumortherapie
(Regensburg)
Prof. Dr. C. Klein

Chemikalien/REACH
Dr. G. Kénnecker
Dr. O. Licht

Biozide
Dr. A. Bitsch
Dr. S. Hahn

Tierarzneimittel
Dr. A. Wibbertmann
Dr. T. Hahn

Internationales Programm der
WHO zur Chemikaliensicherheit
Dr. I. Mangelsdorf

Teststrategien und Struktur-
Wirkungsbeziehungen
Dr. S. Escher, Dr. M. Batke

Datenbanken und
Informationssysteme
Dr. R. Kellner

Nanopartikel
Dr. I. Mangelsdorf, Dr. K. Schroder

Aerosoltechnologie
Prof. Dr. W. Koch

Inhalationstechnologie
Dr. G. Pohlmann

Bio- und Umweltanalytik
Dr. S. Schuchardt
Dr. E. Berger-Prei

Strukturanalytik
Dr. S. Schuchardt

Sie finden hier die Ansprech-
partner fUr einzelne Bereiche,
Abteilungen und Kompe-
tenzen auf einen Blick. Der
Bereich Pharmazeutische
Biotechnologie hat seinen
Hauptsitz in Braunschweig,
ist aber auch fur die GMP-
Abfullanlage im Fraunhofer-
Institut in Hannover zustén-
dig. Die Fraunhofer-Projekt-
gruppe hat ihren Sitz im
BioPark Regensburg und ist
aufgrund einer gemeinsamen
Initiative des Fraunhofer ITEM,
der Fraunhofer-Gesellschaft
und der Universitat Regens-
burg entstanden. Zurzeit ist
das Institut in vier Geschafts-
feldern tatig, die wir Ihnen
zusammen mit ausgewahlten
Projekten im zweiten Teil

des Jahresberichts vorstellen
werden.



DAS INSTITUT IM PROFIL

MELDUNGEN 2011

Spatenstich fiir das neue Zentrum fir

frithe klinische Studien

Am 5. Mai 2011 erfolgte der erste Spatenstich fur das neue
Clinical Research Center Hannover (CRC Hannover), das auf
dem Geldnde des Fraunhofer ITEM gebaut wird. »Das neue
Studienzentrum wird es moglich machen, dass Forschungs-
ergebnisse zugig in neue Medikamente und Diagnose-
methoden Uberfuhrt werden konnenc, ist sich der geschafts-
fihrende Institutsleiter Professor Uwe Heinrich sicher. Das

CRC Hannover entsteht in einer starken Partnerschaft mit
der benachbarten Medizinischen Hochschule Hannover und dem Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung. Ab Herbst 2013
sollen dort neue, noch nicht zugelassene Medikamente auf Sicherheit (Phase-I-Studien) und Wirksamkeit (Phase-II-Studien)
getestet werden. Dafur werden 60 Klinikbetten zur Verfligung stehen sowie die Infrastruktur fur Forschung und Klinik.

—-—

Deutsches Zentrum fiir Lungenforschung hat
seine Arbeit aufgenommen Patentiert: System fiir In-vitro-Tests

Eine neue Technik macht es mdglich, die Reaktion von
Lungenzellen auf luftgetragene Substanzen — Schadstoffe

oder auch Pharmaka — live zu beobachten. Das am

Das Fraunhofer ITEM ist beteiligt am Deutschen Zentrum
fir Lungenforschung (DZL). Der neue deutschlandweite

Verbund von sechs exzellenten Universitaten und auBer-
Fraunhofer ITEM entwickelte Kultur- und Expositionssys-
tem PR.I.T.°-ALl hat 2011 sein Patent erhalten. Mit dem
neuen System kénnen die Wissenschaftler verschiedene

universitaren Forschungseinrichtungen ist 2011 an den
Start gegangen. Neben Hannover sind Institute an vier
weiteren Standorten in Deutschland beteiligt. Ihr Ziel ist
es, moglichst schnell Zellen des Respirationstrakts

effektive Therapien DZL
Deutsches Zentrum

fiir Lungenforschung

und auch Gewebekulturen
insbesondere fur auf normierten, laborgan-
chronische Erkran- gigen Kulturplatten kulti-
kungen der Lunge vieren, sie dann an der
zu entwickeln. Das Fraunhofer ITEM ist vor allem an den Luft-Flussigkeitsgrenze

Forschungen zu Asthma und Allergien sowie zur chroni-

gegeniber Testatmospharen

schen Bronchitis (COPD) beteiligt. Auf diesen Gebieten
bringt das Institut jahrelange Erfahrung in Forschung und
klinischen Studien ein.
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exponieren und dabei die biologischen Effekte analysieren
— und das bereits wahrend der Behandlung der Zellen. Ein
solches Online-Monitoring eroffnet neue Moglichkeiten,
um biologische Wirkungen von Stoffen zu erkennen.




Ausgezeichnet mit der Fraunhofer-Medaille

Am 31. Marz 2011 feierten rund 200 Gaste aus Wissen-
schaft, Politik und Wirtschaft das zehnjahrige Bestehen
und die hervorragende Entwicklung des Fraunhofer-Ver-
bunds Life Sciences. Fur Grindung, Aufbau und erfolg-
reiche Leitung des Verbunds, der die Life Sciences unter
der Dachmarke Fraunhofer zu nationaler und internatio-
naler Anerkennung gefiihrt hat, wurde Professor Uwe
Heinrich vom Vorstand der Fraunhofer-Gesellschaft mit
der Fraunhofer-Medaille ausgezeichnet. Forschungsvor-
stand Professor Ulrich Buller Uberreichte die Medaille mit
lobenden Worten: »Professor Heinrich hat den Verbund
so vertreten, wie wir uns das im Vorstand vorstellen.«
Der Life-Science-Verbund, der als jungster und kleinster
Verbund begann, umfasst inzwischen 1200 Mitarbeiterin-

nen und Mitarbeiter aus sechs Fraunhofer-Instituten.

Biicherflohmarkt fiir den
guten Zweck

»Nobelpreis der Krebsforschung«
Professor Dr. Christoph Klein hat
2011 den renommierten Dr.-Josef-
Steiner-Preis erhalten, der auch als
»Nobelpreis der Krebsforschung«
bezeichnet wird. Ausgezeichnet
wurden seine grundlegenden For-
schungsarbeiten Uber die Streuung

von Krebszellen und die Entstehung
von Metastasen. Professor Klein leitet die 2011 neu
gegrundete Fraunhofer-Projektgruppe »Personalisierte
Tumortherapie« in Regensburg, die an das Fraunhofer
ITEM in Hannover angegliedert ist.

Wie in jedem Jahr war auch 2011 kurz vor Braunschweig: Pharmazeutische Biotechnologie in neuem Gebaude

Weihnachten fast der starkste Besucher-
andrang in der Institutsbibliothek zu ver-
zeichnen. Der Grund war der bewahrte
Bucherflohmarkt, bei dem sich Mitarbei-
terinnen und Mitarbeiter von ausgelese-
nen Bilchern trennen, um sie — gegen
eine kleine Spende — gegen neue ausge-
lesene Blicher der Kollegen zu tauschen.
Der Gesamterl®s ging an das StraBen-
magazin Asphalt, das Obdachlose in

der Region unterstltzt. Die Leselust der
ITEM-Mitarbeiter hat 485 Euro einge-
bracht.

Die pharmazeutischen Biotechnologen des Fraunhofer ITEM freuen sich tber
neue Raume auf dem Campus des Helmholtz-Zentrums fiir Infektionsforschung
in Braunschweig. Endlich kurze Wege fur die etwa 50 Mitarbeiter, die bisher
auf vier Gebaude verteilt waren. Neben einer 700-Quadratmeter-Etage mit
Buro- und Besprechungsflache stehen nun auf zweieinhalb Etagen insgesamt
etwa 2000 m? Labor- und Technikumsflache fur Verfahrensentwicklung und
-Scale-up zur Verfigung sowie 600 m? Reinraumflache der Klasse D und C
fur die GMP-Herstellung von biopharmazeutischen Wirkstoffen mit Mikroor-

ganismen und tierischen Zellen.
Dariber hinaus wurde der be-
stehende Reinraumbereich um
einen Reinraum der Klasse B
erweitert, in dem Prufarznei-
mittel nun steril hergestellt und
in Vials und Ampullen abgefullt
werden.









PHARMAFORSCHUNG, PHARBMMAENTWICKLUNG".
UND MEDIZINISCHE BIOTEC

18

19

Mit den Kompetenzen dieses Geschaftsfelds unterstiitzen wir unsere Kunden
in allen Phasen der Medikamentenentwicklung: von der Wirkstoffsuche und
-optimierung Uber die praklinische Selektion und Testung von Wirkstoffen bis
hin zur klinischen Prafung (siehe Geschaftsfeld Klinische Atemwegsforschung,
Seite 34). AuBerdem ist in diesem Geschaftsfeld die biotechnische Herstellung
von Biopharmazeutika angesiedelt.

Umfangreiche In-vitro-Testverfahren kénnen sowohl als Screening-System in
einer frahen Phase der Arzneimittelentwicklung als auch zur Targetvalidierung
und fur Efficacy-Studien eingesetzt werden.

Die Auswahl der zellularen Prifsysteme fir individuelle Studien erfolgt nach
Gesichtspunkten wie Spezies-, Organ- und Wirkstoff-Relevanz, Auswahl der zu
analysierenden Endpunkte und anderen Vorgaben.

Im Rahmen der praklinischen Wirkstoffselektion werden gemaf internationalen
Richtlinien (OECD, EMA, FDA) Standardtests zur Gentoxizitat sowie In-vitro-
Untersuchungen zu ADME (z. B. CYP-Profiling, -Inhibition und -Induktion) durch-
gefldhrt. Um unerwilnschte Nebenwirkungen von pharmakologisch wirksamen
Substanzen bereits in einem frihen Stadium der Medikamentenentwicklung
zu entdecken und mechanistisch zu erklaren, steht eine Vielzahl von molekular-
biologischen und biochemischen Techniken zur Verfiigung.

Die Sicherheitsstudien fir Biopharmaka, z. B. humanrekombinante Antikdrper,
bendtigen besondere Testsysteme, um unerwinschte immunologische Effekte
vor der erstmaligen Anwendung am Menschen zu erkennen und mit méglichst
groBer Sicherheit auszuschlieBen. Hierzu werden am Fraunhofer ITEM experi-
mentelle Ansatze entwickelt, die eventuelle immunologische Reaktionen des
menschlichen Organismus moéglichst gut wiedergeben. Der Einsatz von vitalen
Lungenschnitten erméglicht beispielsweise den Speziesvergleich Gber den Affen
bis hin zum Menschen.



Fur Arzneimittelprifungen und andere Fragestellungen sind In-vivo-Studien

weiterhin unerlasslich und gesetzlich vorgeschrieben. Das Fraunhofer ITEM bietet

dazu folgende Untersuchungen an:

— Toxizitatsstudien an Nagern und Nichtnagern

— Toxizitatsstudien an Jungtieren (juvenile Toxikologie)

— Toxiko- und Pharmakokinetikstudien

— Untersuchungen zur Erkennung subchronisch- und chronisch-toxischer Effekte

— Identifizierung kanzerogener, teratogener oder mutagener Effekte

— sicherheitspharmakologische Studien

— Einsatz bildgebender Verfahren, wie Mikro-Computertomographie und optische
Bildgebung, um den Therapieerfolg neuer Pharmazeutika zu dokumentieren

— transgene Mausmodelle (Adenokarzinome der Lunge und Leber) und Maus-
Infektionsmodelle zur Targetvalidierung und fur Efficacy-Studien

— Untersuchungen an Asthma-, Allergie-, Entziindungs- und Infektionsmodellen

— Studien zur Erfassung der Lungenfunktionsparameter bei Nagern (invasiv und
nicht-invasiv)

Sowohl! die In-vitro- als auch die In-vivo-Studien werden nach geltenden GLP-
Richtlinien durchgefihrt. Ergdnzend zu experimentellen Untersuchungen bietet
das Fraunhofer ITEM seinen Kunden auBerdem Unterstitzung bei der Beantragung
der Zulassung von Arzneimitteln an, einschlieBlich der notwendigen Dokumen-
tation.

Auf dem Gebiet der Biotechnologie entwickelt und validiert das Fraunhofer
ITEM Herstellungsverfahren fir biopharmazeutische Wirkstoffe. Diese kénnen
bei Bedarf fur praklinische und klinische Prifungen entsprechend dem GMP-
Qualitatsstandard hergestellt werden. Das Wirkstoffspektrum umfasst Proteine,
Glykoproteine, Antikérper, Nukleinsauren, Virus-Like-Particles und Bakterio-
phagen. Eine groBe Nachfrage besteht bereits fur therapeutische Antikérper
und wird kunftig auch fur Nukleinsduren erwartet. Fur die GMP-Herstellung
dieser beiden Substanzklassen entwickelt das Fraunhofer ITEM robuste Techno-
logieplattformen.

KONTAKT

ol

-4

Dr. med. vet. Rainer Fuhst
Telefon +49 511 5350-454
rainer.fuhst@item.fraunhofer.de

‘t;ﬂ'ii

Dr. Monika Niehof
Telefon +49 511 5350-570
monika.niehof@item.fraunhofer.de

#

Dr. Holger Ziehr
Telefon +49 531 6181-6000
holger.ziehr@item.fraunhofer.de



PHARMAFORSCHUNG, PHARMAENTWICKLUNG
UND MEDIZINISCHE BIOTECHNOLOGIE

Projektbericht

BIOPHARMAZEUTIKA MIT ALTERNATIVEN,
ZEITSPARENDEN VERFAHREN HERSTELLEN

ZUSAMMENFASSUNG

Die pharmazeutische Industrie unterliegt strikten Kosten- und
Zeitvorgaben, um neue Biopharmazeutika zur Zulassung zu
bringen. Diese entscheiden oft Gber den Erfolg eines Projekts.
Die klassischen Methoden zur Herstellung von Produktions-
zelllinien basieren auf der zufélligen Integration des Zielgens
in das Genom. Dieses Verfahren ist sehr zeitintensiv, es kann
bis zu 18 Monate dauern. Um die Zeit fur die Zelllinienent-
wicklung zu verklrzen, haben Wissenschaftler des Bereichs
Pharmazeutische Biotechnologie am Fraunhofer ITEM eine
alternative Strategie entwickelt. Sie nutzen einen gezielten
Rekombinase-vermittelten Kassettenaustausch (RMCE), mit
dem sie innerhalb von sechs Wochen eine robust und stabil
produzierende Produktionszelllinie erhalten.
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Der prozentuale Anteil der biopharmazeutischen Wirkstoffe
in Arzneimitteln nimmt kontinuierlich zu. Zu diesen gehoéren
komplex glykosylierte Proteine wie EPO und in den letzen
Jahren in zunehmenden MaBe rekombinante Antikorper.

Fur die stabile Produktion von Glykoproteinen wird heute fast
ausschlieBlich die Saugerzelllinie CHO (Chinese Hamster Ovary)
verwendet. Fur die Wirtschaftlichkeit eines Herstellungspro-
zesses steht das Erreichen einer hohen, vorhersagbaren, spe-
zifischen und stabilen Expression der rekombinanten Zielpro-
teine im Vordergrund. Dabei ist die Produktivitat einer Zelle
unter anderem abhangig vom Vektorkonstrukt und dem Gen,
das man einbringen méchte, dem so genannten »Gene of
interest« (GOI). Auch die Anzahl der Integrate sowie die Inte-
grationsstelle (Locus) des Transgens spielen eine Rolle.

Konventionelle Methode - zufillige Genintegration

Konventionelle Methoden zur Entwicklung von stabilen Zell-
linien beruhen haufig auf der zufalligen Integration des GOI
in das Genom der Zelle. Daraus resultieren unterschiedliche
Expressionsverhalten der einzelnen Klone. Der Integrationsort
und seine Umgebung sowie die Anzahl der Integrate beein-
flussen allerdings maBgeblich die Stabilitat und Hohe der Ex-
pression. Deshalb ist die Etablierung von Produktionszelllinien
mit guten Produktionseigenschaften haufig mit einer zeit-
und arbeitsintensiven Suche nach einem geeigneten Zellklon
verbunden. Der Nachteil des klassischen Verfahrens zur Zell-
linienentwicklung ist, dass das Screening nach einem hoch
exprimierenden Klon fir jedes neue Protein wiederholt werden



muss und das Ergebnis aufgrund der Zufallsintegration weder
vorhersagbar noch standardisierbar ist.

Um nicht fir jedes neue Protein eine Zelllinie mit spezifischen
Eigenschaften erzeugen zu mussen, haben die Wissenschaftler
einen neuen, vielversprechenden Weg eingeschlagen: Das GOI
soll gezielt und auch austauschbar in einem transkriptionell
aktiven chromosomalen Locus integriert werden. Diese Strate-
gie hat den enormen Vorteil, eine Einzelkopie jedes GOI in die
gleiche chromosomale Umgebung zu bringen, was folglich

zu einer vergleichbaren Expressionshdéhe und einer hohen
Reproduzierbarkeit fuhrt. Zudem reduziert sich der Zeitauf-
wand zur Etablierung einer neuen Produktionszelllinie von
etwa 70 Wochen auf nur sechs Wochen.

Neue Methode - gezielter Rekombinase-vermittelter
Kassettenaustausch

Die gezielte Integration eines Transgens in einen bekannten
genomischen Locus wird Uber einen Rekombinase-vermittelten
Kassettenaustausch (RMCE) erreicht. Hierbei wird die Eigen-
schaft einer Flp-Rekombinase genutzt, an spezifische Erken-
nungssequenzen, die FRT-Bindungsstellen, zu binden und
einen DNA-Austausch zwischen homologen FRT-Sequenzen
herbeizuftihren. Fir den RMCE wurden die FRT-Sequenzen
so modifiziert, dass nur identische Erkennungssequenzen effi-
zient rekombinieren, wahrend FRT-Stellen mit unterschiedlicher
Sequenz nicht oder mit geringer Effizienz rekombinieren. Diese
RMCE-Technik basiert auf zwei Schritten, dem Tagging und dem

Abb. 1: Prinzip des Rekombinase-vermittelten Kassettenaustauschs (RMCE).

Ein Taggingplasmid besitzt zwei unterschiedliche FRT-Erkennungsstellen: die Wildtyp-FRT-Sequenz und die mutierte F5-FRT-Sequenz. Ein
Promotor (P) steuert die Transkription eines Markers. Dieser dient dazu, Zellen, die dieses Konstrukt tragen, screenen und selektieren zu
konnen. Hinter der F5-FRT-Sequenz gibt es ein verkirztes Neomycin-Gen, so dass Zellen, die dieses Taggingplasmid tragen, empfindlich auf
das Antibiotikum Neomycin (G418) reagieren. Zum Kassettenaustausch wird ein Targetingplasmid benétigt, das das einzubringende Gen
(GOI) und die gleichen FRT-Sequenzen tragt wie das Taggingplasmid. Zudem wird Uber ein IRES-Element (Internal Ribosomal Entry Site) die
Transkription des Neomycin-Gens gesteuert, dessen fehlendes Startcodon (ATG) mit auf dem Targetingplasmid liegt. Der Kassettenaustausch
findet durch die Flp-Rekombinase statt, die man exogen dazu gibt. Das resultierende Konstrukt in den Zellen enthalt schlieBlich den Promotor,
das GO, das IRES-Element und ein vollstandiges Neomycin-Gen, das zu einer Neomycin-Resistenz der so veranderten Zellen fuhrt.

Taggingplasmid

Targetingplasmid

resultierende Kassette
im Genom

Selektionsmarker

Flp

G418°
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Targeting. Beim Tagging wird der genomische Locus markiert
(getaggt). Hierbei werden zwei unterschiedliche und inkom-
patible FRT-Erkennungsstellen in Kombination mit einem Selek-
tionsmarker im Genom inseriert. AnschlieBend wird an dem so
markierten Locus ein Kassettenaustausch durchgefthrt. Ein
Zielvektor (Targetingplasmid) ersetzt die durch FRT-Sequenzen
flankierte DNA-Region im markierten Locus. Diese Reaktion
wird durch die Flp-Rekombinase katalysiert.

Der RMCE kann weiter verfeinert werden, indem eine verkirzte
Version eines Selektionsmarkers im Taggingplasmid durch
Austausch mit dem Zielplasmid komplettiert wird. Damit steht
ein Selektionsverfahren zur Verfugung, das ein erfolgreiches
Targeting signalisiert (Abb. 1).

Ergebnisse

Mit verschieden konzipierten Taggingplasmiden wurde nach
stabil und hoch produzierenden Zellklonen gesucht, die nur
ein Integrat aufwiesen. Es wurden Klone gefunden, die bis

zu 7 pg eines rekombinanten Proteins pro Zelle und Tag expri-
mierten. Dies ist im Vergleich zu konventionellen Systemen
zur Zelllinienentwicklung ein sehr guter Wert, zumal dieser
mit nur einer Kopie im Genom erreicht wurde. Als Testsystem
diente ein rekombinanter Antikorper der Maus (IgG2a). Damit
konnten die Wissenschaftler zeigen, dass die Methode grund-
satzlich in CHO-Zellen funktioniert.

Weitere Untersuchungen mit anderen rekombinanten Proteinen
wie Interleukinen oder Kinasen sollen helfen, die Expressions-
eigenschaften vorherzusagen und schlieBlich Strategien zur
Verbesserung der genomischen Loci und der Expressionslevel
zu entwickeln.
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EPIGENETISCHE MECHANISMEN
IN LUNGENKREBSZELLEN

ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Entstehung von Krankheiten wie Krebs spielen neben
genetischen Aberrationen auch epigenetische Veranderungen
von Genen eine Rolle. Dabei ist das Zusammenspiel unter-
schiedlicher Faktoren, z. B. die Position von Nukleosomen,
DNA-Methylierung oder Histonvarianten, duBerst komplex.
Dieses komplexe Zusammenwirken zu verstehen beschaftigt
Wissenschaftler am Fraunhofer ITEM. Sie haben eine Band-
breite an molekularen Methoden aufgebaut, mit denen sie
genetische und auch epigenetische Mechanismen unter-
suchen kénnen, die bei der Entstehung von Krankheiten
oder nach Exposition gegentiber Umweltschadstoffen eine
Rolle spielen.

Epigenetische Prozesse flihren zu vererbbaren Veranderungen
in der Genexpression, die nicht auf einer Anderung der pri-
maren DNA-Sequenz beruhen. Sie sind wichtig fur die normale
Entwicklung und Differenzierung, doch kann es durch Fehl-
steuerungen zur Ausbildung von Krankheiten kommen. Ein
weithin bekanntes Phdnomen bei Krebserkrankungen sind
aberrante Methylierungen, die zum Abschalten von Genen
fuhren. Im Gegensatz zu genetischen lassen sich epigenetische
Veranderungen auch rickgangig machen. Die epigenetische
Regulierung ist ein sehr komplexes Feld, in dem das Zusam-
menspiel wesentlicher Faktoren, wie z. B. Nukleosomenposi-
tionierung, DNA-Methylierung, Histonvarianten, Histonmodifi-
kationen und nichtkodierender RNA, von Bedeutung ist. Wie
diese Faktoren zusammenwirken und dadurch die Genexpres-
sion beeinflussen, ist bisher nicht geklart. Kenntnisse Uber die
genauen epigenetischen Mechanismen sind daher wichtig fur
die Diagnose und Behandlung.

Unsere DNA ist in der Zelle in eine komplexe Kernproteinstruk-
tur verpackt, die als Chromatin bezeichnet wird. Die sich wieder-
holenden Grundbausteine des Chromatins heiBen Nukleosomen.
Diese bestehen jeweils aus einem oktameren Histonkern, um
den ein etwa 147 Basenpaare langes DNA-Fragment gewunden
ist. Um die epigenetischen Mechanismen besser zu verstehen,
insbesondere diejenigen, die sich darauf auswirken, wie das
Chromatin bei Lungenkrebs gepackt wird, haben Wissen-
schaftler am Fraunhofer ITEM den Promotorbereich des Tumor-
suppressorgens Cadm?1 in verschiedenen Vorlauferzelllinien
von Lungenkrebs in der Maus untersucht (1). Schon friher
konnten sie zeigen, dass es bei diesen Lungenkrebszelllinien
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Abb. 1: Ubersicht iiber epigenetische Verdnderungen im Promotorbereich von Cadm1 in
Lungenkrebszellen der Maus.

(A) Promotorhypermethylierung in verschiedenenen Nachbildungen nach Bisulfit-Sequenzierung.

(B) Ermittelte Nukleosomenpositionen entlang des Promotorbereichs.

(C) Methylierungsmuster nach »single-molecule chromatin mapping« durch DNA-Methyltransferasen zur Identifizierung der Bindungsstellen
von Nukleosomen.

(D) Chromatin-Immunprazipitation (ChIP) zum Nachweis von Histonvarianten und Histonmodifikationen, die sich auf die Positionierung von
Nukleosomen auswirken wirden.
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zu einer Hypermethylierung des Cadm7-Promotors kommt,

die mit einer Repression der Transkription verbunden ist (2).
Anders als in der gesunden Lunge entdeckten sie bei abge-
schalteten Promotoren von Lungenkrebszellen, dass das Chro-
matin sehr fest verpackt war, wodurch die fir die Genaktivierung
erforderliche Remodellierung und Bindung von Proteinen
verhindert wurde. Von noch gréBerer Bedeutung ist, dass bei
Lungenkrebszellen nicht nur ein, sondern mehrere Schlissel-
faktoren gefunden wurden, die bei der Genabschaltung eine
Rolle spielen. Hierbei kann es bei einzelnen Promotoren so-
wohl innerhalb derselben als auch zwischen verschiedenen
Lungenkrebszelllinien zu Abweichungen kommen.

Die Wissenschaftler am Fraunhofer ITEM haben molekulare
Methoden und das erforderliche Know-how zur Identifizierung
sowohl genetischer als auch epigenetischer Mechanismen bei
Krankheiten und nach Exposition gegentiber Umweltschadstoffen
etabliert. Sie setzen unter anderem folgende Methoden ein:

— Nachweis von DNA-Polymorphismen, Mutationen und anderen
genetischen Abweichungen durch Sequenzanalyse mittels
Kapillarelektrophorese, denaturierende Hochleistungschro-
matografie (DHPLC) und PCR-RFLPs

— Identifizierung von abweichenden DNA-Methylierungs-
mustern durch mit Bisulfit behandelte genomische DNA,

z. B. durch Bisulfit-Sequenzierung

— »Single-molecule-chromatin-mapping« durch DNA-Methyl-
transferasen zur Identifizierung der Bindungsstellen von
Nukleosomen und Transkriptionsfaktoren

— Micrococcal-Nuclease (MNase)-Verdau mit anschlieBender
Sequenzanalyse zur Bestimmung von Positionsveranderun-
gen der Nukleosomen

— Chromatin-Immunprézipitation (ChIP) von Histonvarianten
und Histonmodifikationen zum Nachweis von Veranderun-
gen der Nukleosomenstabilitat und -position

— Versuche mit epigenetisch wirksamen Chemikalien wie
5-Aza-2'-Deoxycytidin, einem DNA-Methyltransferase-
hemmer

Literatur
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Projektbericht

COPD: ZELLKULTURMODELL FUR DIE
TESTUNG VON ARZNEIMITTELN

ZUSAMMENFASSUNG

Fur die chronisch obstruktive Bronchitis (COPD) wird derzeit
noch nach einer geeigneten Therapie gesucht. Inhalativ
verabreichte Medikamente, die direkt an den Wirkort
gelangen, sind ein viel versprechender Ansatz. Fur die effi-
ziente Entwicklung solcher Medikamente werden In-vitro-
Zellkultursysteme benotigt. Wissenschaftler am Fraunhofer
ITEM haben ein Modell fir das Bronchialepithel etabliert, bei
dem sich die chronische Entziindungsreaktion, wie sie bei
der COPD auftritt, simulieren lasst. Damit kann die Absorp-
tion von Arzneimitteln am menschlichen Bronchialepithel
untersucht werden.
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Hintergrund

Fur viele Atemwegserkrankungen werden nach wie vor ver-
besserte und maBgeschneiderte Medikamente gesucht. So
zum Beispiel fir die chronisch obstruktive Bronchitis (COPD).
Obwohl diese Erkrankung weit verbreitet ist, gibt es noch kei-
ne Therapie, die den Krankheitsverlauf stoppen kann. Ein viel
versprechender Ansatz sind Medikamente, die inhalativ verab-
reicht werden und so direkt an den Wirkort gelangen. Um diese
kostenglinstig und schneller entwickeln zu kénnen, werden
In-vitro-Modelle benotigt, die die Atemwege und ihre Entzln-
dungsprozesse nachahmen. Am Fraunhofer ITEM wurde ein
solches Modell auf der Basis der humanen Bronchialepithelzell-
linie Calu-3 entwickelt.

Die Calu-3-Zelllinie ist ein gut charakterisiertes Modell fir das
Epithel der unteren Luftwege und sie wird hdufig eingesetzt,
um Aufnahme und Transport von Arzneistoffen am Bronchial-
epithel zu untersuchen. Bei Patienten mit COPD allerdings
konnte der chronische Entzindungsprozess, welcher diese
Erkrankung auszeichnet, die Eigenschaften der Epithelzellen
massiv verandern. Es war daher das Ziel dieses Projekts, ein
Calu-3-basiertes Zellkulturmodell zu entwickeln, das den
chronischen Entziindungsprozess des Bronchialepithels wider-
spiegelt. Dartber hinaus sollte auch der Einfluss von Surfactant
auf die Absorption von Arzneistoffen untersucht werden.



Vorgehensweise

Calu-3-Zellen wurden auf permeablen Filtereinsatzen kultiviert,
entweder an der Luft-Flussigkeitsgrenze (Air Interfaced Culture,
AIC) oder unter konventionellen Kulturbedingungen (Liquid
Covered Culture, LCC). Die Integritat der Zell-Zellverbindungen
(Tight-Junctions) wurde anhand des transepithelialen elektri-
schen Widerstands (TEER) Uberpruft. Als zellspezifische Syn-
theseleistung wurde die Sekretion von Mucin im Kulturverlauf
quantifiziert. Durch Zugabe von Lipopolysaccharid (LPS) wurde
in den Calu-3-Zellen eine Entziindungsantwort induziert, die
Uber die Sekretion von IL-6 und IL-8 nachgewiesen wurde. Als
antiinflammatorische Modellsubstanzen wurden drei verschie-
dene Signaltransduktionshemmer eingesetzt: SB 203580, ein
p38 MAPK-Hemmer; TPCA-1, ein Hemmstoff der IKK-2-Kinase
und damit des NFkB-Signalwegs; AS252424, ein Phosphoino-
sitid-3-Kinase-Hemmer. Die Signaltransduktionshemmer wurden
in unterschiedlichen Konzentrationen zum apikalen Komparti-
ment der Zellkulturen hinzugegeben, um die mittlere inhibito-
rische Konzentration (ICs) zu bestimmen, die fur die Hemmung
der LPS-induzierten IL-6- und IL-8-Sekretion nétig ist.

Ergebnisse

Der TEER, ein MaB fir die Dichtigkeit der Tight-Junctions, war
wahrend der gesamten Kultivierungsdauer (2 Wochen) hoher

unter LCC-Bedingungen. Die hdchsten TEER-Werte wurden an
Tag 11 beobachtet.

Die Sekretion von IL-6 war in unstimulierten Kulturen unter
AlC-Bedingungen deutlich niedriger als die von IL-8, wahrend
AIC-Zellen zu allen Zeitpunkten signifikant mehr IL-8 produ-
zierten als LCC-Zellen. Durch Zugabe von LPS konnte repro-
duzierbar ein dosisabhangiger Anstieg der IL-6- und der
IL-8-Produktion induziert werden. Da dieser Effekt unter LCC-
Bedingungen starker ausgepragt war, wurden die weiteren
Experimente in LCC durchgefihrt.

Abb. 1: Hemmung der Sekretion der Entziindungs-
zytokine IL-6 (A) und IL-8 (B) durch Zugabe steigen-
der Konzentrationen von TPCA-1, einem Hemmstoff
der IKK-2-Kinase und damit des NFxB-Signalwegs.
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Der MAPK-Inhibitor SB 203580 inhibierte die LPS-stimulierte
IL-6-Freisetzung (ICso: 0,7 uM), hatte aber keinen Effekt auf
die IL-8-Sekretion. TPCA-1, ein Inhibitor des NFkB-Signalwegs,
inhibierte die Sekretion beider Interleukine (Abb. 1) mit ICy,-
Werten von 1,2 uM (IL-6) und 1,7 uM (IL-8). Der Phospho-
inositid-3-Kinase-Hemmer AS252424 hingegen hatte keinen
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Einfluss auf die Produktion der beiden gemessenen Zytokine.
Gleichzeitige Zugabe von Lungensurfactant (Curosurf®) fihrte
zu einer Aufhebung der inhibierenden Wirkung von TPCA-1
und SB 203580.

Schlussfolgerung

Calu-3-Zellen kénnen als In-vitro-Modell fur das Bronchialepi-
thel bei Patienten mit COPD eingesetzt werden, wobei sich
die chronische Entzindungsreaktion simulieren lasst. Das Zell-
kulturmodell ist ein viel versprechendes Screening-System fiir
inhalierbare Medikamente. Wie am Beispiel von TPCA-1 und
SB 203580 gezeigt wurde, kann das Absorptionsverhalten von
Arzneimitteln in Anwesenheit von Lungensurfactant massiv
verandert sein. Pulmonale In-vitro-Modelle sollten daher den
Einfluss von Surfactant bertcksichtigen.

Das Projekt wurde im Rahmen des »Exploratory Healthcare
Research Program« von Johnson & Johnson gefordert.
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Projektbericht

ZUSAMMENFASSUNG

Die Sepsis — umgangssprachlich auch Blutvergiftung — ist in
Deutschland die dritthaufigste Todesursache. Entwickelt sich
eine Sepsis, wird sie umgehend mit Breitbandantibiotika be-
handelt, eine nicht immer optimale Therapie. Breitbandanti-
biotika setzen Arzte ein, weil die Identifizierung der Erreger
und moglicher Antibiotikaresistenzen sehr zeitaufwandig

ist und der Patient nicht schnell genug behandelt werden
konnte. In dem gemeinschaftlichen Projekt » Aeskulap« ent-
wickeln Wissenschaftler der Fraunhofer-Institute FIT, IMPS,
ILT und ITEM eine Technologie, mit der sich Erreger schneller
erkennen und Resistenzen schneller testen lassen — damit der
Sepsis-Patient zuklnftig schnell eine sichere Therapie erhalt.
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FUr eine sichere Diagnose von Sepsis-Erregern werden her-
kdmmlich zunachst Kulturen aus Blutproben angelegt — ein
Vorgehen, das viel Zeit bendtigt, die man aber fur eine Be-
handlung der Sepsis nicht hat. Nun wollen Wissenschaftler
der Fraunhofer-Institute FIT, IMPS, ILT und ITEM gemeinsam
im Projekt » Aeskulap« eine schnellere Diagnostik-Methode
entwickeln. Dafur sollen die Erreger zunachst mit spezifischen
Antikorpern farblich markiert und dann mit einem mikroflui-
dischen Sortierer aufgetrennt werden. AnschlieBend sollen
die Bakterien unter optimierten Kulturbedingungen vermehrt
und auf ihre Antibiotika-Empfindlichkeit getestet werden.

Die Kultur soll spatestens nach sechs Stunden abgeschlossen
sein. Diese Kultur ist bisher der zeitraubendste Schritt, den es
zu verkUrzen gilt, um in signifikant kirzerer Zeit den Infektions-
erreger und seine mdglichen Antibiotikaresistenzen zu diagnos-
tizieren. Und um schlieBlich den Patienten gezielt mit ausge-
wahlten Antibiotika behandeln zu kénnen.

1 Antikérperfirbung des grampositiven Keims Staphylococcus aureus.
Der Vergleich verschiedener mikroskopischer Bilder zeigt, dass die Far-
bung spezifisch alle Staphylococcus-aureus-Bakterien in dem Préparat
anférbt. Darstellung von links nach rechts: Fluoreszenzfdrbung mit
dem Farbstoff Alexa 633, im Vergleich dazu das Durchlichtbild und
schlieBlich Fluoreszenzbild und Durchlichtbild tibereinandergelegt.
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Spezifische Antikorper gegen Sepsis-Keime finden

Am Fraunhofer ITEM wurden zunachst Keime ausgewahlt,
die fur mehr als 95 Prozent der Sepsis-Falle ursachlich sind:
grampositive Keime der Spezies Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Entero-
coccus faecalis sowie gramnegative Erreger wie Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa und Klebsiella pneumoniae.
Von diesen klinisch relevanten Keimen wurden Reinkulturen
in dem Infektionslabor des Fraunhofer ITEM unter S2-Bedin-
gungen angelegt und fur die weiteren Untersuchungen ver-
wendet.

Damit die Erreger sicher diagnostiziert werden kdnnen, sollen
sie mit spezifischen Antikoérpern gefarbt werden, die die zwei-
felsfreie Erkennung in einem Durchflusszytometer, einem flu-
idischen Sortierer, ermdglichen. Daftr wurden experimentell
die Farbeprotokolle gepruft, die eine Farbung der Keime mit
nachfolgend uneingeschrankter Vitalitat erlauben, um sie an-
schlieBend zu kultivieren. Fur die Farbung der Erreger wurden
kauflich erhaltliche Antikorper ausgewahlt und bezlglich ihrer
Spezifitdt gepriift. Um die Funktionalitat des Sortierers sicher-
zustellen, mussen die ausgewahlten Antikdrper ausschlieBlich
den Zielorganismus erkennen und durfen nicht oder nur ge-
ring an weitere Bakterienspezies binden. Dies stellt bei vielen
Antikorpern ein Problem dar, da die allgemeinen experimen-
tellen Anwendungen haufig eine genaue Spezifitatsprifung
nicht erfordern. Darum mussen alle im Projekt » Aeskulap«
eingesetzten Antikorper einer umfangreichen Prifung unter-
zogen werden. Ob eine Farbung spezifisch und ausschlieBlich
fur den betreffenden Keim ist, wird sowohl mit dem Durch-
flusszytometer als auch unter dem Laserscanningmikroskop
Uberpruft.
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Bisher fanden die Wissenschaftler einen spezifisch farbenden
Antikorper gegen Staphylococcus aureus, dessen Spezifitat sie
sowohl durchflusszytometrisch als auch mikroskopisch nach-
weisen konnten (Abb. 1). Der Antikérper bindet nur an den
Zielorganismus, lasst aber weitere Bakterien wie Pseudomonas
aeruginosa ungefarbt. Desgleichen wurde die Unterscheidung
der Keime hinsichtlich ihrer Oberflacheneigenschaften nach
grampositiv und gramnegativ mittels fluoreszenzgekoppelter
Markierung gezeigt. Die Vitalitat und damit die Wachstumski-
netik aller untersuchten Keime wurde durch die verwendeten
Antikorper und Farbemethoden nicht beeinflusst. Dies ist eine
wichtige Voraussetzung, um in der nachfolgenden Kultur eine
valide Antibiotikatestung zu etablieren. Die schnelle Antibioti-
katestung im Mikroformat ist ein weiterer wichtiger Schritt fir
die Beschleunigung des Verfahrens.

Ausblick

Mit dem Nachweis einer spezifischen Farbung und einer un-
eingeschrankten Vitalitat der Bakterien nach der Farbeprozedur
ist ein wichtiger Schritt zur Entwicklung des mikrofluidischen
Sortierers getan. In der nahen Zukunft stehen die Arbeiten zur
Miniaturisierung der Kulturbedingungen fur die Bakterien und
die Validierung der Priifung der Antibiotikaresistenzen im mini-
aturisierten Format auf dem Plan.
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Im Geschaftsfeld Klinische Atemwegsforschung wer-

den klinische Studien zur Wirksamkeitsprifung neuer
Pharmaka, zur Entwicklung neuer Biomarker und
zur Beurteilung des Gefdahrdungspotenzials durch
Luftschadstoffe durchgefihrt. Das Fraunhofer ITEM
kooperiert dabei eng mit der Medizinischen Hoch-
schule Hannover und arbeitet mit Industrieunter-
nehmen und verschiedenen Forschungseinrichtun-
gen zusammen.

Schwerpunkt dieses Geschaftsfelds sind klinische
Arzneimittelstudien. Es werden klinisch-pharmakolo-
gische Probanden- und Patientenstudien zu Fragen
der Wirksamkeit und Sicherheit neuer antiobstruk-
tiver und antiallergischer Medikamente unter Be-
dingungen der »Good Clinical Practice« durchge-
fuhrt. Dafur werden frihe klinische Studien fur die
Phasen | und Il konzipiert und durchgefihrt. Um
unter kontrollierter Allergenprovokation die Wirk-
samkeit von neuen Antiallergika bei Patienten mit
Heuschnupfen zu Uberprufen, wird in Zusammenarbeit
mit der Abteilung Aerosoltechnologie ein Graser-
pollen-Inhalationsraum betrieben, die so genannte
Fraunhofer Environmental Challenge Chamber, kurz
Fraunhofer ECC. Dieser Raum wird auch mit Haus-
staub-Allergenen betrieben, um die Wirksamkeit



einer spezifischen Immuntherapie zu prifen. Durch
das universelle, patentierte Aerosolverfahren kénnen
zukUnftig weitere Allergene — wie Katzenhaare oder
Birkenpollen — eingesetzt werden. Bronchoskopische
Untersuchungen nach Inhalation oder Instillation
von Allergenen, Endotoxin oder Medikamenten sind
ein weiterer Schwerpunkt der klinischen Forschungs-
aktivitaten. Weltweit verfiigen nur wenige Institutio-
nen Uber vergleichbares Know-how und technische
Moglichkeiten.

Im DFG-Sonderforschungsbereich »Immunreaktionen
der Lunge bei Infektion und Allergie« (SFB 587) und
im Deutschen Zentrum fir Lungenforschung werden
klinische Forschungsprojekte bearbeitet, die sich
mit Pathomechanismen der allergischen Entzindung
in der Lunge und der Entwicklung neuer Biomarker
befassen.

Das Geschaftsfeld zeichnet sich durch einen hohen
technischen Standard und fachliche Kompetenz aus
und stutzt sich zurzeit auf die folgenden Kern-
kompetenzen: pneumologische und allergologische
Forschungsmethoden, klinische Arzneimittelprifun-
gen fir die Indikationen Allergie, Asthma und COPD
sowie Aerosolverfahrenstechnik und Aerosolanalytik.
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UNIVERSELLES ALLERGEN-
PROVOKATIONSVERFAHREN IN DER
FRAUNHOFER ECC VALIDIERT

ZUSAMMENFASSUNG

Fraunhofer-Forscher haben ein universelles, allergenunab-
hangiges nasales Provokationsverfahren entwickelt. Fir

die Verwendung in Probandenstudien wurden zugelassene
Allergenextrakte in geeigneten Laktose-Losungen rekonsti-
tuiert und durch so genannte Sprihtrocknung aerosolisiert.
Die Wirksamkeit, Sicherheit und Unbedenklichkeit dieses
neuen Provokationsverfahrens zeigte eine klinische Studie
bei 18 Patienten mit Hausstauballergie und einer ganzjahri-
gen Rhinitissymptomatik.

36 | 37

Die Préavalenz allergischer Erkrankungen nimmt weltweit zu.
Die spezifische Immuntherapie zur Toleranzentwicklung ist
eine sehr wichtige Behandlungsform. Die Prifung neuer spe-
zifischer Immuntherapeutika bei Patienten mit Allergien unter
Umweltbedingungen ist haufig erschwert durch die Variabili-
tat der Allergensaison und der Allergengehalte in der Umwelt.
Die Entwicklung eines universellen Allergenprovokationsver-
fahrens in der Fraunhofer Environmental Challenge Chamber
(Fraunhofer ECC) koénnte einen wesentlichen Beitrag zur Stan-
dardisierung der Allergenprovokation und zur beschleunigten
Medikamentenentwicklung leisten. Das verwendete Provoka-
tionsallergen ware dann austauschbar und fur die jeweilige
Immuntherapie spezifisch einsetzbar.

Allergen-Lyophilisat wird durch Spriithtrocknung
aerosolisiert

Durch Sprihtrocknung wird eine Lésung eines zugelassenen,
handelstblichen Allergen-Lyophilisats in einer 10-prozentigen
Laktose-Losung als Hilfsstoff aerosolisiert. Dadurch werden
Aerosolteilchen mit einer PartikelgroBe Uber 10 um generiert,
die vorzugsweise in der Nase und nicht in der Lunge deponiert
werden. Die jeweils gewlnschte Allergenkonzentration im 47 m2
groBBen Provokationsraum regelt eine extern angesteuerte In-
fusionspumpe. Die Partikelanzahl wird neben der GroBenver-
teilung der Partikelmassen, Temperatur, Luftfeuchte und Luft-
austauschrate kontinuierlich Gberwacht. Mit einem etablierten
Verfahren zur Filterprobennahme wird die Gesamtmassenkon-



zentration des Aerosols ermittelt und der Allergengehalt im
Aerosol wird mittels ELISA-Technik bestimmt.

Klinische Studie zeigt Wirksamkeit und Sicherheit des
Provokationsverfahrens

Um diese Provokationstechnik fur kinftige Arzneimittelstudien
zu validieren, wurde mit finanzieller Untersttitzung der Firma
Allergopharma eine einfachblinde, placebokontrollierte klini-
sche Prufung durchgefiihrt. In der Fraunhofer ECC wurden

18 Patienten mit Allergie gegentber Hausstaub fur jeweils
vier Stunden exponiert. Uber einen Zeitraum von funf Perioden
mit mindestens einer Woche Abstand wurden drei umwelt-
Ubliche Konzentrationen (250-1000 SQ-E/m3) des Hausstaub-
milbenallergens Der-p1, eine Wiederholung einer schon be-
kannten Der-p1-Konzentration sowie 10-prozentige Laktose-
Lésung als Placebo getestet. Der Schweregrad der Symptoma-
tik wurde mittels Symptomen-Score (Nasenjucken, Nasenlaufen,
Niesen und Verstopfung) beurteilt und die nasale Sekretion
gemessen. Als Sicherheitsparameter wurde die Lungenfunktion
der Probanden regelméBig Uberwacht.

Allergenkonzentrationen und PartikelgréBen waren Uber die
Dauer der Exposition konstant. Die durch das Sprihtrocknungs-
verfahren generierten Allergenpartikel hatten einen Durch-
messer von 13 um. Nur 11 Prozent dieser Allergenpartikel
wiesen eine GréBe unter 10 ym auf. Pulmonale Nebenwir-
kungen wurden nicht ausgel¢st. Die Bewertung des nasalen
Symptomen-Scores ergab, dass
1. alle eingesetzten Allergenkonzentrationen ahnlich starke
Symptome im Zielorgan Nase auslosten,
2. die Symptomatik bei Verwendung der gleichen Allergen-
konzentration reproduzierbar war und
3. diese sich signifikant von der Placebo-Gruppe unterschieden.
Eine Dosis-Wirkungsbeziehung konnte mit den in der Pilot-
studie verwendeten Allergenkonzentrationen nicht dargestellt
werden.

1 Waéhrend der Pro-
vokationsstudien in der
Fraunhofer ECC tber-
wacht das medizinische

Team regelméBig die

Lungenfunktion der

Probanden.

Fazit

Das neue Provokationsverfahren ist wirksam und sicher. Es
stellt eine sehr gute Ausgangsbasis dar fur die Anwendung
des Provokationsverfahrens in klinischen Studien unter gut
kontrollierter Allergen-Exposition.
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REPRODUZIERBARE ENTZUNDUNGSREAKTION
NACH SEGMENTALER ENDOTOXIN-
PROVOKATION BEI GESUNDEN PROBANDEN

ZUSAMMENFASSUNG

Studien zum Nachweis des Wirkprinzips — »Proof-of-Con-
cept« — mit spezifischen entziindungsauslésenden Provo-
kationen sind ein fester Bestandteil der frihen klinischen
Entwicklung entziindungshemmender Medikamente. Durch
eine segmentale Provokation mit Lipopolysaccharid (LPS)
l&sst sich bei gesunden Probanden eine Entztindung der
Atemwege hervorrufen. Dabei kann LPS gezielt in einem
bestimmten Bereich der Lunge appliziert und zusatzlich bei
derselben Person eine Vergleichsprovokation mit einem Tra-
gerstoff in einem anderen Segment durchgefihrt werden.
Die Reaktion auf LPS kann sowohl zwischen einzelnen Pro-
banden als auch innerhalb derselben Person variieren, und

dies muss bei der Planung klinischer Prafungen mit bertick-
sichtigt werden. Ziel dieser Studie war es daher, die intra-
und interindividuelle Variabilitat der Entzindungsreaktion
auf LPS zu zwei verschiedenen Zeitpunkten nach der Provo-
kation zu bewerten. Die maximale Zytokinreaktion wurde

6 Stunden nach der LPS-Provokation beobachtet, wohin-
gegen der zelluldre Einstrom von neutrophilen Granulozyten
und Monozyten 24 Stunden nach der Exposition starker
war. Angesichts eines reproduzierbaren mehr als 50-fachen
Anstiegs der neutrophilen Granulozyten 24 Stunden nach
der LPS-Behandlung konnte diese Studie zeigen, dass die
segmentale Provokation mit LPS ein geeignetes Modell fur
Proof-of-Concept-Studien mit dem priméaren Endpunkt
Atemwegsneutrophilie ist.
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Einleitung

Es ist notwendig, neue entziindungshemmende Medikamente
fur COPD-Patienten zu entwickeln. Diese werden zundchst in
Proof-of-Concept-Studien mit gesunden Probanden getestet,
um eine krankheitsbedingte erhohte Variabilitat der Reaktion
zu vermeiden. Dadurch sind kleinere Fallzahlen moglich und
die Zahl der Menschen, die gegenlber einer neuen Substanz
exponiert werden, wird auf ein Minimum reduziert. LPS, ein
Hauptbestandteil der duBeren Membran von Bakterien, fuhrt
zu einer akuten Entztindungsreaktion, die der in den chronisch
entziindeten Atemwegen von COPD-Patienten ahnelt. Diese
Reaktion ist durch einen Einstrom von neutrophilen Granulo-
zyten und Monozyten sowie durch einen Anstieg entzindungs-
férdernder Zytokine gekennzeichnet.

In dieser Studie untersuchten Wissenschaftler des Instituts die
intra- und interindividuelle Variabilitat der entziindlichen Reak-
tion auf LPS zu zwei verschiedenen Zeitpunkten nach einer
LPS-Provokation, um das Modell der segmentalen Provokation
mit LPS weiter zu charakterisieren und zu validieren.

Methoden

Zwei Kohorten mit je zehn Testpersonen wurden innerhalb
von vier Wochen je zwei segmentalen LPS-Provokationen
unterzogen. Bei den Probanden beider Kohorten wurde zu-
nachst eine Bronchoskopie durchgefuhrt, in deren Verlauf eine
bronchoalveolédre Lavage (BAL) eines Segments zur Ermittlung
der Ausgangswerte erfolgte und dann im rechten Mittellappen
LPS und im gegentberliegenden Lungensegment Kochsalz-
|6sung appliziert wurde. Die Entztindungsreaktion wurde in
der BAL-FlUssigkeit 6 Stunden (Kohorte 1) und 24 Stunden
(Kohorte 2) nach der Behandlung analysiert. Die systemischen
Auswirkungen der Provokation wurden bis zu 26 Stunden
nach der Exposition im Blutserum bestimmt.

Ergebnisse

Der durchschnittliche prozentuale Anteil und die Anzahl der
neutrophilen Granulozyten und Monozyten waren nach der
LPS-Provokation im Vergleich zu der Behandlung mit Kochsalz-
l6sung erhéht (Abb. 1 und 2). Die Zunahme der Entziindungs-
zellen war reproduzierbar (Intraclass-Korrelationskoeffizient

> 0,65), ebenso wie die Konzentration von MCP-1 in der BAL-
Flussigkeit 6 Stunden nach der Provokation und Laktoferrin,
GRO-a. und ENA nach 24 Stunden.
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Abb. 1: Prozentualer Anteil neutrophiler Granulozyten in der BAL-Fliissigkeit vor der Behandlung und nach
segmentaler LPS-Provokation. Die Variabilitat der Reaktion ist 6 Stunden (Kohorte 1) nach der Provokation
groBer als 24 Stunden danach (Kohorte 2). Gefiillte Symbole: Daten der ersten Provokation; ungefiillte
Symbole: zweite Provokation nach 4 Wochen. In dem mit Kochsalzlésung behandelten Segment war kein

Anstieg der neutrophilen Granulozyten zu beobachten.
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Die Serumkonzentration von CC16, IL-6, Laktoferrin, MCP-1 Fazit

und MIP-1b zeigte in beiden Kohorten einen deutlichen
Anstieg nach der LPS-Provokation. CRP war am Tag nach der
LPS-Provokation im Serum signifikant erhoht. Dabei waren
die Werte in der Kohorte 1 héher, was méglicherweise auf
eine Reaktion auf die Durchfiihrung der ersten BAL zurlck-
zufUhren ist. Fur L-Selektin und SP-D wurden keine systemi-
schen Wirkungen der LPS-Provokation beobachtet.
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Es konnte gezeigt werden, dass das Modell der segmentalen
LPS-Provokation fur Proof-of-Concept-Studien geeignet ist.
Dank der jetzt vorliegenden umfassenden Daten zur intra- und
interindividuellen Variabilitiat der Entziindungsreaktion auf
die LPS-Behandlung kénnen kiinftige klinische Studien besser
geplant werden. Die in dieser Studie erhobenen Daten werden
auBerdem helfen, den geeigneten Zeitpunkt fur die Bestim-
mung einzelner Marker zu ermitteln. Ferner wurde mit dieser
Studie eine reproduzierbare systemische Reaktion mit einer
spezifischen Kinetik fur einzelne Marker nachgewiesen. Dies
kann dazu beitragen, kinftig die Entzindungsreaktion nach
segmentaler LPS-Provokation mit weniger invasiven Methoden
zu Uberwachen.



Abb. 2: Prozentualer Anteil von Monozyten in der BAL-Fliissigkeit vor der Behandlung und nach segmentaler
LPS-Provokation. Gefiillte Symbole: Daten der ersten Provokation; ungefiillte Symbole: zweite Provokation
nach 4 Wochen.
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Projektbericht

RIBOLUTION: NEUE BIOMARKER FUR
DIAGNOSTIK UND THERAPIE

ZUSAMMENFASSUNG

Mit RIBOLUTION, einem Projekt der Fraunhofer-Zukunftsstif-
tung, startete Anfang 2011 ein interdisziplindres Vorhaben im

Bereich der molekularen Diagnostik. Finf Fraunhofer-Institute,

unter ihnen das Fraunhofer ITEM, haben sich zusammenge-
schlossen, um eine neue MolekUlklasse fir die Biomarker-Ent-
wicklung zu erschlieBen: die so genannten nicht-kodierenden
RNAs (ncRNAs). Diese Molekule sollten sich aufgrund ihrer
hohen Spezifitat hervorragend als Biomarker fr die Diagnos-
tik und die Therapiekontrolle von Krankheiten eignen. Am
Fraunhofer ITEM soll ein prognostischer Biomarker fur die
chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) identifiziert
und validiert werden.
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Auf dem Weg zu einer personalisierten Medizin

Der demografische Wandel stellt eine enorme Herausforde-
rung fur unser Gesundheitssystem dar. In einer immer é&lter
werdenden Bevolkerung steigt insbesondere die Zahl der
Krebspatienten und chronisch entztindliche und degenerative
Erkrankungen nehmen zu. Um diese Probleme und ihre Folge-
kosten zu bewaltigen, missen Erkrankungen frihzeitig erkannt
und individuell behandelt werden. Eine solche personalisierte
Medizin aber erfordert eine effektive Diagnostik mit molekula-
ren Biomarkern. Sowohl in der klinischen Diagnostik als auch
in klinischen Studien der pharmazeutischen Industrie werden
diese spezifischen Biomarker in steigendem MaBe benétigt.
Die Zahl neuer, validierter Biomarker kann jedoch derzeit mit
dem rasant wachsenden Bedarf nicht Schritt halten.

Das Projekt RIBOLUTION (Innovative Ribonucleic Acid-based
Diagnostic Solutions for Personalized Medicine) — ein interdis-
ziplindres Vorhaben von finf Fraunhofer-Instituten — will eine
neue Molekulklasse mit hohem, bisher kaum ausgeschopftem
Biomarker-Potenzial erschlieBen, die so genannten nicht-
kodierenden RNAs (ncRNAs). Diese ncRNAs haben wichtige
Aufgaben: sie regulieren Gene, nach deren Bauplénen Proteine
zusammengesetzt werden, und kdnnen somit als Steuer-Soft-
ware verstanden werden. Ziel von RIBOLUTION ist es, Verfah-
ren und Methoden zu entwickeln, mit denen diese molekularen
Biomarker effizient identifiziert und validiert werden kénnen.
Am Ende des Projekts soll ein automatisierter, durch ein hohes
MaB an Prozess- und Qualitatskontrolle sowie durchgehende



Dokumentation zertifizierbarer Prozess stehen, der fir Forschung
und Industrie neue MaBstabe setzt.

RIBOLUTION - {iber Fachgrenzen hinweg

In dem Fraunhofer-Verbundprojekt arbeiten unter der Feder-
fuhrung von Professor Friedemann Horn vom Institut fur Zell-
therapie und Immunologie IZI das Institut fir Toxikologie und
Experimentelle Medizin ITEM, das Institut fur Grenzflachen
und Bioverfahrenstechnik IGB, das Institut fur Produktions-
technik und Automatisierung IPA sowie das Institut fir Ange-
wandte Informationstechnik FIT zusammen. Aufgebaut wird
ein modulares und flexibles Automatisierungssystem fur die
Analyse von ncRNAs, um beliebige Fragen zu Biomarkern
schnell beantworten zu kénnen. Gefragt ist ein System mit
durchgangiger Inline-Prozess- und Qualitatskontrolle zum
Screening von groBen Kohorten. Zusatzlich sollen hochemp-
findliche Nukleinsaure-Sensoren individuelle Nukleinsaure-
basierte Biomarker aufspuren.

Neben einer innovativen, technischen Screening-Plattform
haben die Biomarker, die im Rahmen des Projekts entwickelt
werden, selbst ein besonderes Verwertungspotenzial. Die
Fokussierung auf ncRNA-Moleklle gewahrleistet den Zugriff
auf einen gigantischen Pool potenzieller Marker, die bislang
Uberwiegend uncharakterisiert sind.

Die Leistungsfahigkeit dieses Prozesses soll an drei prototypi-
schen Erkrankungen dargestellt werden: Entwickelt werden
soll ein prognostischer Biomarker fur die chronisch obstruktive
Lungenerkrankung (COPD), ein Marker fur die Friherkennung
des Prostatakarzinoms und ein Marker zur Therapiewahl fur
Rheumatoide Arthritis. Die gewahlten Krankheiten haben
groBe gesellschaftliche wie wirtschaftliche Relevanz und sie
alle eint eine unzureichend gel6ste Fragestellung der Diagnos-
tik und/oder Therapiewahl.

COPD - Marker fiir Diagnostik und Therapie

Das Fraunhofer ITEM bringt die klinische Kompetenz im
Bereich der COPD ein. Im Rahmen von RIBOLUTION wird eine
Fraunhofer-COPD-Kohorte mit verschiedenen Schweregraden
der Erkrankung aufgebaut und charakterisiert sowie das
Potenzial von ncRNA-Biomarkern in dieser Gruppe analysiert.
Dariber hinaus wird in Kooperation mit GlaxoSmithKline das
Potenzial der ncRNA-Marker in einer groBBen, bereits vorliegen-
den und charakterisierten COPD-Kohorte, der ECLIPSE-Kohorte,
untersucht und validiert.

Das Gesamtprojekt gliedert sich in zwei dreijdhrige Phasen.

In der ersten Phase wird zum einen die automatisierte Prozess-
strecke entwickelt, zum anderen wird das Biomarker-Screening
mit zunachst noch konventioneller, handischer Methodik auf-
genommen und im letzten Abschnitt dieser Phase mit dem
automatisierten Prozess abgeglichen. Die zweite Projektphase
ero6ffnet dann die Chance, mit Hilfe des in wesentlichen Teilen
automatisierten Screening-Prozesses Biomarker schneller, effi-
zienter und kostenguinstiger fur weitere Indikationen zu identi-
fizieren und zu validieren. Es soll ein Patentcluster auf verschie-
denen Ebenen der Biomarker-Entwicklung aufgebaut werden,
welcher sich von den Markern selbst bis zu technischen Lésun-
gen fur die Automatisierungs- und Messtechnik erstreckt.
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Vorlaufforschung

NICHT-INVASIVE QUANTIFIZIERUNG
DER ATEMWEGSENTZUNDUNG MITTELS
KERNSPINTOMOGRAPHIE

ZUSAMMENFASSUNG

Fur Untersuchungen neuer Medikamente gegen entzindliche
Atemwegserkrankungen werden haufig Verfahren eingesetzt,
die eine allergische Reaktion provozieren, wie z. B. die seg-
mentale Applikation von Allergenen mittels Bronchoskopie.
Bisher wird darauffolgend der Grad der lokalen allergischen
Entzindung mittels bronchoalveolarer Lavage bestimmt.
Wissenschaftler am Fraunhofer ITEM untersuchen nun, ob die
lokale Entziindungsreaktion auch auf einem nicht-invasiven
Weg — mit Kernspintomographie — nachgewiesen werden
kann. Erste Ergebnisse zeigen, dass dieses moglich ist.
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Die nicht-invasive Erkennung und Verlaufsbeurteilung der Atem-
wegsentziindung bei entziindlichen Atemwegserkrankungen
wie dem Asthma bronchiale oder der chronisch obstruktiven
Lungenerkrankung (COPD) ist sowohl fur die Therapiesteue-
rung als auch fur die Beurteilung der Wirksamkeit neuer Medi-
kamente von groBer Bedeutung. Fir die Beurteilung der Wirk-
samkeit neuer Medikamente werden in der frihen Phase der
Medikamentenentwicklung haufig Provokationsverfahren ein-
gesetzt, die eine schwere Erkrankung oder eine krisenhafte
Verschlechterung der Erkrankung simulieren. Beim Asthma
bronchiale ist dies neben der inhalativen Allergenprovokation
die bronchoskopische segmentale Allergenprovokation. Hier
ist die lokale Darstellung der Entziindung mit nicht-invasiven
Verfahren eine besondere Herausforderung. In einem aktuel-
len Forschungsvorhaben in Zusammenarbeit mit dem Institut
fur Diagnostische und Interventionelle Radiologie der Medizi-
nischen Hochschule Hannover soll Uberprift werden, ob die
lokale Entziindung nach segmentaler Allergenprovokation
mittels Kernspintomographie erfasst und quantifiziert werden
kann.

Hierzu werden Patienten mit leichtem Asthma bronchiale

im Rahmen einer Spiegelung der Atemwege (Bronchoskopie)
einer segmentalen Allergenprovokation unterzogen. Eine
Kernspintomographie der Lunge mit Aufzeichnung verschie-
dener Sequenzen erfolgt vor sowie 6 und 24 Stunden nach
der Allergenprovokation (Abb. 1). Dartber hinaus wird nach
24 Stunden eine zweite Bronchoskopie durchgefihrt und



der Grad der lokalen Entziindung mittels bronchoalveolarer
Lavage (BAL) bestimmt. Der zelluldre Entzindungszustand
wird dann mit Veranderungen in der Kernspintomographie
verglichen.

Erste Ergebnisse zeigen, dass sich die lokale allergische Ent-
ztindung in der Kernspintomographie darstellen lasst. Die
semiquantitative Beurteilung der Entzindungsschwere in der
Bildgebung korreliert dabei mit der graduierten zellularen Ent-
ztindung in der BAL. Ziel ist die Entwicklung eines kernspinto-
mographischen Verfahrens, mit dem die lokale Entzlindung
nach segmentaler Allergenprovokation nicht-invasiv im zeit-
lichen Verlauf dargestellt werden kann. Die Ergebnisse der
Pilotstudie werden im Mai 2012 auf dem Jahreskongress der
American Thoracic Society vorgestellt.
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(T1-Mapping) vor (links) sowie
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Vorlaufforschung

NIEDRIG DOSIERTE INHALATIVE
ENDOTOXINEXPOSITION - EIN
MODELL FUR DIE FRUHE KLINISCHE
ARZNEIMITTELENTWICKLUNG

ZUSAMMENFASSUNG

In der Abteilung Klinische Atemwegsforschung sind die
endobronchiale Allergen- und Endotoxinprovokation mit
Lipopolysaccharid (LPS) als Modelle etabliert und wurden
bereits erfolgreich in der frihen Entwicklungsphase neuer
entziindungshemmender Medikamente eingesetzt. Wéhrend
bei diesen Provokationsmodellen eine invasive Bronchoskopie
erforderlich ist, kdnnen die Provokationssubstanzen auch
inhaliert werden, um entziindliche Prozesse auszuldsen. Die
inhalative Endotoxinexposition ist zwar nicht invasiv, jedoch
wird dafir eine groBe Menge — etwa das 100-Fache — an
Endotoxin bendtigt (15-50 pg), um einen vergleichbaren
Effekt zu erreichen wie durch die endobronchiale Provokation.
Diese Mengen an Endotoxin stehen in GMP-Quialitat nicht
zur Verfligung. Zurzeit erproben die ITEM-Wissenschaftler
daher eine neue Inhalationsmethode mit einer hocheffizien-
ten Lungendepositionsrate, die die bendtigte Menge Endo-
toxin auf 2 pg reduzieren kénnte.
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Zwolf gesunde Probanden (Nichtraucher, durchschnittliches
Alter 38 = 11 Jahre, FEV,: 104,2 + 7,3 Prozent vom Soll)
inhalierten jeweils 2 ug LPS, das mit einem Vernebler des Typs
»Aeroneb solo« (Inspiration Medical) vernebelt und im Rah-
men eines Standardinhalationsprotokolls (Mengendurchfluss
150 ml/s, 750 ml Endotoxin-Aerosol mit anschlieBender
Inhalation von 300 ml reiner Luft) verabreicht wurde. Sechs
Stunden nach der LPS-Provokation wurde Sputum induziert
und die zellulare Zusammensetzung mit den Ausgangswerten
verglichen (letztere wurden bei der Einschlussuntersuchung
2-4 Wochen vor dem Provokationstermin erhoben). Die Korper-
temperatur und die der Ausatemluft wurden vor sowie drei
und sechs Stunden nach der Provokation gemessen.

Die LPS-Inhalation wurde von den Probanden gut und ohne
negative Auswirkungen vertragen. Eine geringe, aber doch
signifikante (p = 0,005) voriibergehende Veréanderung der
Lungenfunktion wurde eine Stunde nach der LPS-Inhalation
beobachtet (im Mittel 95,9 % (90,8 %; 100 %) des Wertes
vor der Provokation). Die Temperatur der ausgeatmeten Luft
und die Kérpertemperatur waren sechs Stunden nach der
Provokation signifikant erhéht. Der Anteil neutrophiler Granu-
lozyten im Sputum war gegentber dem Ausgangswert erhdht
(p = 0,003, siehe Abb. 1). AuBerdem war eine Zunahme der
Monozyten (p = 0,01) und der Gesamtzellzahl pro Milliliter
Sputum (p = 0,002) zu beobachten.



Fazit

Die Inhalation einer niedrigen Dosis Endotoxin reicht aus, um
einen signifikanten Einstrom von neutrophilen Granulozyten
und Monozyten in die Atemwege zu induzieren. Im zweiten
Teil dieser Studie soll die Reproduzierbarkeit und die pharma-
kologische Modulierbarkeit dieser Reaktion beurteilt werden,
um dieses Modell fur Proof-of-Concept-Studien in der frihen
Phase der Entwicklung neuer entzindungshemmender Arznei-
mittel zu validieren.

Abb. 1: Zunahme des prozentualen Anteils von
neutrophilen Granulozyten im Sputum gesunder
Probanden nach inhalativer LPS-Provokation

(n = 12).
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Vorlaufforschung

PILOTSTUDIE: WIRKUNG VON GRASER-
POLLEN AUF HAUTVERANDERUNGEN BEI
PATIENTEN MIT NEURODERMITIS

Patienten mit Neurodermitis, die eine allergische Sensibilisie-
rung aufweisen, haben haufig starkere Hautveranderungen als
nicht-allergische Patienten. Saisonale Verschlechterungen spre-
chen dartber hinaus dafur, dass insbesondere Pollenallergene
das Hautbild bei Allergenkontakt verschlechtern. Der wissen-
schaftliche Beweis der Hypothese, dass Graserpollen bei ent-
sprechend sensibilisierten Patienten mit Neurodermitis einen
Krankheitsschub auslésen kénnen, steht bislang aus. In einer
zurzeit laufenden doppelblinden, placebokontrollierten Parallel-
gruppenstudie wird gemeinsam mit der Klinik fir Dermato-
logie, Allergologie und Venerologie der Medizinischen Hoch-
schule Hannover dieser Fragestellung nachgegangen und die
Wirkung von Gréserpollen in der Fraunhofer Environmental
Challenge Chamber (ECC) auf das Hautbild von Neurodermi-
tikern untersucht. Die teilnehmenden Patienten werden nach
einer Einschlussuntersuchung an zwei aufeinanderfolgenden
Tagen fur jeweils vier Stunden in der Fraunhofer ECC entweder
mit Graserpollen oder mit reiner Luft (Placebo) exponiert. An den
folgenden drei Tagen kommen die Patienten ins Fraunhofer-
Institut, um ihr Hautbild bewerten zu lassen.
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Falls die Studie zeigt, dass Graserpollenexpositionen in der
Fraunhofer ECC zu einer signifikanten Verschlechterung des
Hautbildes bei Neurodermitikern fihren, kann neben der wis-
senschaftlichen Beweisfuhrung diese kontrollierte Verschlech-
terung des Hautbildes als Modell genutzt werden, um neue
Medikamente gegen Neurodermitis auf Wirksamkeit und
Sicherheit zu prifen.

KONTAKT
Dr. Philipp Badorrek

Telefon +49 511 5350-681
/A philipp.badorrek@item.fraunhofer.de




Geschéftsfeld 2

PROJEKTUBERSICHT

Untersuchungen zur Sicher-
heit und Wirksamkeit eines
pflanzlichen Préparats bei
Patienten mit Heuschnupfen
in der Fraunhofer Environ-
mental Challenge Chamber

Untersuchungen zur Sicher-
heit und Wirksamkeit inhalativ
verabreichter Bronchodilata-
toren bei Patienten mit COPD

Untersuchungen zur Sicher-
heit und Wirksamkeit eines
Chemokin-Antagonisten bei
Patienten mit COPD durch
endobronchiale Endotoxin-
provokation

Charakterisierung von Parti-
keln in der Ausatemluft von
Patienten mit Asthma und
COPD

Bronchoskopische Gewin-
nung von Entztindungszellen
aus den Atemwegen von
Patienten mit Asthma

Entzindungsmonitoring

der Lunge nach segmentaler
Allergenprovokation mittels
Kernspintomographie

Untersuchungen zur Wirk-
samkeit eines entzindungs-
hemmenden Praparats bei
Patienten mit Asthma

Untersuchung des Einflusses
der Gravitation auf den ex-
halierten Anzahlstrom von in
der Lunge generierten endo-
genen Aerosolpartikeln

Weiterentwicklung eines
Systems zur Aerosolisierung
und kontrollierten inhalativen
Applikation von Lungensur-
factant

Etablierung einer universellen
Methode zur inhalativen
Provokation von Probanden
gegeniber Umwelt- und
Innenraumallergenen

Untersuchung des Einflusses
von Graserpollen auf die
Auslésung von Hautveran-
derungen bei Patienten mit
Neurodermitis

Untersuchung von nicht-
kodierender RNA als
Biomarker bei Patienten
mit COPD

Etablierung der niedrig
dosierten inhalativen Endo-
toxinprovokation als Modell
fur die Medikamentenpru-
fung









GEWERBE-, UMWELTTOXIKOL
UND VERBRAUCHERSCHUTZ

Im Geschaftsfeld Gewerbe-, Umwelttoxikologie und
Verbraucherschutz werden Chemikalien, Partikel,
einschlieBlich Nanopartikel, und komplexe Gemi-
sche untersucht, wie sie am Arbeitsplatz, in der
Umwelt und in Verbraucherprodukten auftreten.
Profunde Kenntnisse in der Inhalationstoxikologie,
der Aerosolverfahrenstechnik, der chemischen Ana-
lytik und der toxikologischen Pathologie zeichnen
dieses Geschaftsfeld aus. Die notwendigen Unter-
suchungen werden am Fraunhofer ITEM in Uberein-
stimmung mit nationalen und internationalen Prif-
vorschriften sowie nach den Grundsatzen der »Good
Laboratory Practice« (GLP) durchgefihrt.

Fur die Registrierung von Stoffen ist eine Vielzahl
von gesetzlichen Auflagen zu bericksichtigen, die
das Einfuhren neuer Produkte sowie Nachunter-
suchungen von Altstoffen regeln. In vielen Fallen
besteht der Bedarf, neue Produkte oder Produk-
tionsverfahren zu untersuchen oder generell die
Belastung von Innenrdumen durch Schadstoffe zu
prifen. In diesem Zusammenhang bildet die Ent-
wicklung neuer Verfahren zur Messung von luft-
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getragenen Schadstoffen bzw. deren Quellstarken

einen weiteren Forschungsschwerpunkt. Physika-
lisch-chemische und biologische Modelle helfen,
Wirkstoffe und deren Freisetzung aus Baumateria-
lien, Innenausstattungen und Verbraucherproduk-
ten zu ermitteln. Weiterhin werden am Fraunhofer
ITEM mathematische Simulationsmodelle zur Expo-
sitionsabschatzung entwickelt.

Immunologische Tests erfassen sensibilisierende
und immunmodulierende Wirkungen. Ein mégliches
irritatives Potenzial von Chemikalien und Umwelt-
schadstoffen auf die Atemwege wird mit Hilfe von
verschiedenen validierten In-vitro-Modellen und
gegebenenfalls Tiermodellen festgestellt. Umfang-
reiche In-vitro-Testverfahren stehen als Screening-
Methoden und zur Abschatzung des gentoxischen
Potenzials zur Verfugung. Diese Tests reduzieren die
Zahl der Tierversuche. In den »Environmental Chal-
lenge Chambers« der klinischen Einheit des Instituts
werden fur spezifische Fragestellungen zur Umwelt-
und Arbeitsplatztoxikologie auch Probandenstudien
durchgefihrt.
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GEWERBE-, UMWELTTOXIKOLOGIE
UND VERBRAUCHERSCHUTZ

Projektbericht

ANALYTISCHE METHODEN FUR DIE
RISIKOBEWERTUNG VON 3-MCPD- UND

GLYCIDYL-ESTER

ZUSAMMENFASSUNG

Freies und estergebundenes 3-Monochlorpropandiol (3-MCPD)
sowie Glycidyl-Fettsdureester sind seit langem als bedenk-
liche Kontaminanten in verschiedenen Lebensmitteln wie
raffinierten Pflanzendlen bekannt. Um die Risiken fur die
Gesundheit des Menschen abschatzen zu kénnen, fihrt

das Fraunhofer ITEM im Auftrag von Verbraucherschutz-
behorden zwei tierexperimentelle Studien durch. Als Voraus-
setzung fur diese Studien haben Chemiker am Institut die
chemisch-analytischen Methoden zur Bestimmung von freiem
und gebundenem 3-MCPD in verschiedenen biologischen
Matrices — in Blut, Urin, Fett, Niere, Leber und Darm — ent-
wickelt und validiert. AuBerdem konnten sie ein Verfahren
etablieren, um freigesetztes Glycidol nachzuweisen.
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In den letzten Jahren hauften sich die Berichte tber das Vor-
kommen von 3-Monochlorpropandiol- (3-MCPD-) und Glyci-
dyl-Fettsaureestern in Lebensmitteln und in raffinierten Pflan-
zendlen, insbesondere in Palmoélen. Um die Exposition der
Bevolkerung mit diesen Kontaminanten abschatzen zu kénnen,
benétigen Verbraucherschutzbehérden Daten zu deren Bio-
verflgbarkeit als Basis fur eine Risikobewertung. Bei Glycidol,
einem maoglichen Spaltprodukt von Glycidyl-Fettsaureestern,
handelt es sich um ein gentoxisches Kanzerogen.

In welchem Ausmal3 3-MCPD- bzw. Glycidyl-Fettsaureester
nach oraler Aufnahme im Organismus zu 3-MCPD bzw. Gly-
cidol hydrolysiert werden, wird im Rahmen zweier tierexperi-
menteller Studien am Fraunhofer ITEM im Auftrag des Bundes-
ministeriums fur Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucher-
schutz (BMELV) in fachlicher Abstimmung mit dem Bundes-
institut fur Risikobewertung (BfR) untersucht.

Zum Studienbeginn waren keine analytischen Verfahren zur
Bestimmung von 3-MCPD bzw. 3-MCPD-Estern in Korperflus-
sigkeiten (Blut, Urin), Organen (Leber, Niere) und Geweben
(Fett) sowie Darminhalten bekannt. Als Voraussetzung zur
Durchfiihrung der Studien war es daher notwendig, sehr sen-
sitive und selektive Methoden zur Bestimmung von 3-MCPD
und 3-MCPD-Estern in den betreffenden biologischen Matrices
zu entwickeln. Weiterhin war geplant, eine Methodik zur
Bestimmung des N-terminalen Valin-Adduktes im Hdmoglobin



(N-(2,3-Dihydroxypropyl)-Valin) als méglichen Biomarker fur
eine Glycidolexposition zu etablieren.

Freies 3-MCPD in Blut, Urin und Organen

Die Proben wurden mit Silicagel 60 verrieben und mit dem
internen Standard (3-MCPD-ds) versetzt. Mit Hilfe der an-

schlieBenden Saulenchromatographie wurden Matrixbestand-

teile entfernt und der Analyt angereichert. Nach Elution mit
Ethylacetat wurde das 3-MCPD derivatisiert. Zur Analyse
(Abb. 1) des Heptafluorbuttersaure-Derivats von 3-MCPD
wurde die GC/NCI-MS-Methode verwendet (Kapillargas-
chromatographie gekoppelt mit Massenspektrometrie im

negativ-chemischen lonisationsmodus). Die quantitative

Bestimmung erfolgte Uber eine interne Kalibrierung in der

jeweiligen Matrix.

Abb. 1: Chromatogramm einer Rattenblutprobe nach Gaschromatographie mit massenselektivem Detektor im
negativ-chemischen lonisationsmodus.
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3-MCPD und 3-MCPD-Ester in Organen und Darminhalten

Die Proben wurden homogenisiert und mit tertidarem Butyl-
methylether extrahiert. Der Extrakt sowie der Probenrickstand
wurden mit einer NaCl-Lésung ausgeschittelt, um vorhande-
nes freies 3-MCPD abzutrennen. Das freie 3-MCPD wurde zum
Phenylboronsaure-Derivat umgesetzt und nach anschlieBender
Extraktion analysiert. Die Hydrolyse des 3-MCPD-Esters im ter-
tiar-Butylmethylether-Extrakt erfolgte mit einer methanolischen
Natriummethylat-Lésung, die sich daran anschlieBende Deriva-
tisierung des freigesetzten 3-MCPD wurde wie oben beschrie-
ben durchgefihrt.

Zur Analyse des Derivats von 3-MCPD wurde die GC/EI-MS-
Methode verwendet. Die quantitative Bestimmung erfolgte
Uber eine Kalibrierung in der jeweiligen Matrix mit den internen
Standards 3-MCPD-ds und 1,2 Dipalmitoyl-3-Chlor-1,2-Pro-
pandiol-ds .

N-(2,3-Dihydroxypropyl)-Valin in Rattenblut

Die Erythrozyten wurden vom Vollblut abgetrennt und lysiert.
AnschlieBend wurde das Globin ausgeféllt. Das alkylierte
N-terminale Valin wurde nach Zusatz eines synthetisierten
Dipeptid-Anilids als internem Standard mit Pentafluorphenyl-
isothiocyanat derivatisiert und durch einen modifizierten
Edman-Abbau abgespalten. Das Produkt wurde extrahiert
und derivatisiert. Zur Analyse des acetylierten Derivats von
N-(2,3-Dihydroxypropyl)-Valin wurde die GC/NCI-MS als
Methode eingesetzt. Die quantitative Bestimmung erfolgte
Uber eine interne Kalibrierung in gepooltem Rattenglobin.

Erfolgreicher Einsatz validierter Analysemethoden
Die validierten Methoden werden derzeit erfolgreich in den
laufenden Projekten angewendet. Durch den Einsatz dieser

neuen Methoden ist es moglich, sehr geringe Konzentrationen
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an freiem 3-MCPD bis ng/ml bzw. ng/g zu bestimmen. Im
Tierversuch kénnen jetzt bis zu 0,01 % der verabreichten
Dosis ermittelt werden — erst dieses ermdglicht Aussagen zur
Verteilung im Organismus und erlaubt schlieBlich die Risiko-
abschatzung dieser Verbindung.
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ENTWICKLUNG UND ERPROBUNG VON
EINFACHEN TESTS ZUR BEWERTUNG DER
EXPOSITION UND DER LUNGENTOXIZITAT
VON CONSUMER-SPRAYS

ZUSAMMENFASSUNG

Die Anwendung von Sprays, insbesondere von Sprays in
Druckgasdosen, fuhrt bei Verbrauchern immer wieder zu
zum Teil schweren Gesundheitsbeeintrachtigungen. Speziell
bei der Anwendung von Impragniersprays sind wiederholt
Falle von schweren akuten Lungenschadigungen bekannt
geworden. Sowohl bei Rohstoffherstellern und Abfullern als
auch bei den Verantwortlichen fir den Verbraucherschutz
besteht Bedarf an einer anwendungsnahen Bewertung des
Gesundheitsrisikos beim Umgang mit den Sprayprodukten
vor ihrer Inverkehrbringung. Wissenschaftler des Fraunhofer
ITEM haben eine ganzheitliche Strategie zum Screening

von Sprays oberflachenaktiver Substanzen entwickelt. Diese
besteht aus der anwendungsbezogenen Bewertung des in-
halativen Expositionspotenzials des Sprays und einer ersten
Einschatzung der akuten Lungentoxizitat unter Verwendung
der isoliert perfundierten Lunge (IPL) der Ratte. Durch An-
wendung des Screening-Verfahrens konnen in Zukunft akute
Inhalationsstudien am Versuchstier im Sinne des so genannten
»3-R-Konzepts« (replace, reduce, refine) vermieden werden.

Charakterisierung der Exposition

Die Charakterisierung der Exposition erfolgt durch Messung
des lungengéangigen Anteils der in die Raumluft freigesetzten
Aerosole. Fur diese Messungen wird das Versprihen des
Sprays so simuliert, wie es der gangigen Anwendung ent-
spricht. So werden auch expositionsrelevante Bedingungen
berlcksichtigt, z. B. die Alterung (Verdampfung) der Tropf-
chen. Damit kann das Expositionspotenzial des Sprihnebels
bewertet werden, wobei alle expositionsrelevanten Aspekte
einbezogen werden. Dies steht im Gegensatz zur bisher
angewendeten Praxis, bei der lediglich das primére Tropfen-
spektrum des Sprays direkt an der Sprihduse charakterisiert
wird.

Testung auf akute Lungentoxizitat

Bei dem IPL-Test wird die isoliert perfundierte und kontrolliert
ventilierte Rattenlunge nach einem standardisierten Vernebe-
lungsprotokoll mit einem gealterten Aerosol der Sprihformu-
lierung behandelt. Die inhalierte Dosis wird bestimmt und die
Anderungen verschiedener kontinuierlich gemessener Atem-
parameter wie Compliance und Resistance sowie eine Odem-
oder Atelektasenbildung (Verklebung der Lungenblaschen
infolge der Beschadigung der Surfactantschicht) ausgewertet
(Versuchsaufbau siehe Abb. 1). Die Endpunkte erlauben die
Bewertung der akuten Lungentoxizitat, zurlickzufthren auf
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eine Funktionsbeeintrachtigung der Surfactantschicht des
Lungenepithels durch die Wechselwirkung mit der deponier-
ten oberflachenaktiven Substanz.

Ergebnisse

Die Untersuchung von zehn gebrauchsfertigen Sprihproduk-
ten ermdglichte eine klare Differenzierung des Expositions-
potenzials in Abhangigkeit von der verwendeten Sprihtech-
nologie. Treibgassprays schnitten dabei am schlechtesten ab.
Hier wurde bezogen auf die verbrauchte Produktmenge der
hochste Anteil an lungengangigen Partikeln freigesetzt. Bei
Verwendung von Pumpsprays oder Sprihschaumformulierun-
gen war das Expositionspotenzial bis zu zwei GroBenordnun-

gen niedriger. Diese deutlichen Unterschiede konnten mit
dem parallel angewendeten Guideline-Verfahren nicht erkannt
werden.

Die Auswertung des Lungentests zeigte fur sieben untersuchte
Substanzen signifikante Unterschiede in der Anderung der
Parameter Atemzugvolumen, Compliance und Resistance im
Vergleich zur Kontrolle. Die makroskopischen Verdnderungen
variierten je nach Substanz von partiell kollabierten Lungen-
arealen bis hin zur vollstandigen Atelektase der gesamten Lunge.
Dies war in qualitativer Ubereinstimmung mit vorliegenden
In-vivo-Daten. Bei einer Substanz wurden in der isoliert perfun-
dierten Lunge zusatzlich mittel- bis hochgradige Lungenédeme
festgestellt. Diese waren sowohl bei den durchgefthrten In-vivo-

Abb. 1: Fiir die Untersuchung der akuten Lungentoxizitdt wenden Wissenschaftler am Fraunhofer ITEM eine
neue Strategie an: Sie optimieren das Expositionsverfahren und testen das freigesetzte Aerosol an der isoliert
perfundierten Rattenlunge. Schematisch ist hier der Versuchsaufbau dargestelit.
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Versuchen als auch bei einer unter Verbrauchern aufgetre-
tenen Vergiftungsserie nach Anwendung dieser Substanz
diagnostiziert worden. Bei den verbliebenen drei Substanzen
zeigten sich hingegen keine Abweichungen der Atempara-
meter und auch makroskopisch waren keine Hinweise auf
Odem- oder Atelektasenbildungen im Vergleich zu den Kon-
trollen nachweisbar. Die Ergebnisse aus den In-vivo-Versuchen
waren ebenfalls unauffallig. Insgesamt korrelieren die Befunde
aus den IPL-Untersuchungen und aus den In-vivo-Studien sehr
gut.

Schlussfolgerung

Die beiden vorgestellten Verfahren — das Expositionsverfahren
und der Test mit der isoliert perfundierten Lunge — kénnen
dazu beitragen, das Gesundheitsrisiko beim Umgang mit Im-
pragniersprays zu minimieren. Zum einen wird dem Inverkehr-
bringer ein verlassliches Werkzeug fur die Optimierung der
Sprithtechnologie im Hinblick auf ein méglichst geringes Expo-
sitionspotenzial an die Hand gegeben. Zum anderen zeigen
die Ergebnisse und insbesondere der Vergleich der Ergebnisse
mit den entsprechenden tierexperimentellen Studien, dass ein
Screening auf akut inhalationstoxische Substanzen mit der
isoliert perfundierten Lunge maglich ist. In Zukunft kénnte
die Testung an der isolierten Lunge einer Substanzpriifung am
lebenden Tier vorgeschaltet werden, um akut lungentoxische
Formulierungen schon im Vorfeld zu erkennen und zu ver-
werfen.
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Projektbericht

EFFEKTE VON INHALIERTEN
TITANDIOXID-NANO- UND -FEINPARTIKELN
AUF DIE LUNGE VON RATTEN

ZUSAMMENFASSUNG

In einer Inhalationsstudie an Ratten zeigte sich, dass sich
TiO,-Nano- und -Feinpartikel in ihren induzierten Effekten,
dem Translokationsverhalten und der Deposition stark
dhneln. Beide Partikeltypen rufen nur geringe entztndliche
Veranderungen der Lunge hervor. Eine Ablagerung findet
vor allem in Alveolarmakrophagen und in Typ-I-Pneumo-
zyten statt.
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Titandioxid (TiO,) wird als weiBes Pigment verwendet. Es
besitzt ein geringes toxisches Potenzial und wird haufig als
Vergleichssubstanz in Inhalationsstudien eingesetzt. Partikel
mit einem Durchmesser Gber 0,1 um (100 nm) bezeichnet
man generell als Feinpartikel, kleinere Partikel als Nanopartikel.
Letztere kdnnen aufgrund ihrer geringen GréBe nach Inhalation
tief in der Lunge abgelagert werden und nicht nur in Zellen
gelangen, sondern auch in deren Zellkerne und -organellen.
Um eventuell vorhandene Unterschiede in der Ablagerung und
im Translokationsverhalten von TiO,-Nano- und -Feinpartikeln
nachzuweisen, haben die Wissenschaftler einen dreiwtchigen
Inhalationsversuch an weiblichen Ratten durchgefihrt.

Die Tiere wurden taglich fur sechs Stunden mit TiO, in zwei
unterschiedlichen GréBen (fein und nano) oder mit Reinluft als
Kontrolle exponiert und hatten postexpositionelle Erholungs-
zeiten von 3, 28 oder 90 Tagen. Das Lungengewebe wurde
anschlieBend mittels Elektronenmikroskopie, Histologie und
zur Quantifizierung der Deposition (relativer Depositionsindex,
RDI) und der Volumenanteile der Lunge mit stereologischen
Methoden untersucht.



Partikelagglomerate vor allem in Alveolarmakrophagen
und in Typ-I-Pneumozyten

Bei Tieren, die mit Nano- und Feinpartikeln behandelt wurden,
war eine minimale Infiltration von Entziindungszellen, haupt-
sachlich mit Alveolarmakrophagen, vorhanden. Ultrastrukturell
zeigte sich eine deutlich dominierende Ablagerung von Partikel-
agglomeraten beider GréBen intrazytoplasmatisch in Alveolar-
makrophagen (Abb. 1 A) sowie in geringerem AusmaB in
Typ-I-Pneumozyten. Dies bestatigte sich statistisch signifikant
bei Ermittlung des RDI fur die Ablagerung in Alveolarmakro-
phagen. Der RDI der Typ-I-Pneumozyten zeigte lediglich einen
deutlichen Trend, jedoch keine statistische Signifikanz. Dies
war der erste Versuch mit TiO,-Partikeln, bei dem direkt eine
Bestimmung des RDI durchgefuhrt wurde.

Nano- und Feinpartikelagglomerate waren vereinzelt auBer-
dem in Bronchialepithel, Lungeninterstitium und Kapillar-
endothelzellen vorhanden. In einem intrakapillar gelegenen
Granulozyten konnten intrazytoplasmatisch Nanopartikel
nachgewiesen werden, was bisher noch nicht beschrieben
wurde (Abb. 1 B).

Weder im Zellkern noch in Zellorganellen waren bei diesem
Versuch Partikelablagerungen vorhanden. Ebenso zeigten sich
keine strukturellen Veranderungen der Zellorganellen. Deut-
liche Unterschiede der Effekte und der Partikeldeposition bzw.
-translokation waren zwischen Nano- und Feinpartikel-Grup-
pen nicht vorhanden.

Die Zusammensetzung des Lungenparenchyms, d. h. der
Anteil verschiedener Gewebe am Lungenvolumen, wurde
ebenfalls ermittelt. Hierbei zeigten sich zwischen Kontroll-
und Expositionsgruppen keine deutlichen, Uber eine ldngere
Zeit anhaltenden Veranderungen.

Abb. 1: TiO,-Nanopartikel in einem Alveolarmakro-
phagen (A) und im Zytoplasma (Pfeil) eines intraka-
pillér liegenden Granulozyten (B). Letzteres wurde

in der Literatur bisher noch nicht beschrieben.

Alveolarraum

B TiO,-Nanopartikel

Zytoplasma

Blut-Luft-
Schranke
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Partikeltranslokation ist abhdngig von
Partikelagglomeration

Obwohl die Ratte als Versuchstierspezies gewahlt wurde, die
ein proinflammatorisches Lungenmilieu aufweist und somit
sensitiver fir Schadigungen durch Partikel ist, wurden keine
schwerwiegenden Schadigungen der Lunge, keine signifikan-
ten Unterschiede im Translokationsverhalten und keine sub-
zelluldren Veranderungen durch die Inhalation von TiO,-Nano-
und -Feinpartikeln festgestellt. Allerdings neigen Nanopartikel
zu einer starken Agglomeration mit Bildung groBerer Sekun-
darpartikel. Der Hauptanteil der in diesem Versuch applizierten
Nanopartikel wies jedoch trotz vorheriger Ultraschallbehand-
lung eine GroBe tber 0,1 pm auf, was zu einer Verminderung
des toxischen Potenzials gefihrt haben kénnte. Trotzdem
konnten Nanopartikel in einer intrakapillaren Zelle sowie im
Kapillarendothel nachgewiesen werden. Daher ist eine hdma-
togene Translokation der nicht agglomerierten Nanopartikel

in andere Korperregionen in Betracht zu ziehen.

Die hier angewandte Elektronenmikroskopie und die stereolo-
gischen Auswertungsmethoden geben detaillierte Einblicke in
das Translokationsverhalten, die Morphologie von Nano- und

Feinpartikeln und liefern quantitative Informationen Gber die

Zusammensetzung des Lungengewebes.

Diese Untersuchungen wurden im Rahmen der Dissertation
von Maja Eydner am Institut fur Pathologie der Tierarztlichen
Hochschule Hannover in Kooperation mit dem Fraunhofer
ITEM durchgefthrt.
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Geschaftsfeld 3

PROJEKTUBERSICHT

Aerosoltechnik

Entwicklung eines kontinuier-
lichen Verfahrens zur Herstel-
lung von Kalibrieraerosolen
im ultrafeinen PartikelgréBen-
bereich

Charakterisierung der
Exposition bei Verwendung
kosmetischer Sprays und
Sprays zur Beschichtung
von Oberflachen

Entwicklung und Bau eines
Generators zur Herstellung
eines Aerosols aus Kohlen-
stoffnanofasern

Entwicklung und Validierung
eines Screeningverfahrens fur
oberflachenaktive Substanzen
hinsichtlich ihrer lungentoxi-
schen Eigenschaften

Messverfahren zur Uber-
wachung von Diesel6ldampfen
und -aerosolen am Arbeits-
platz

Loslichkeitsuntersuchungen
zu Nanosilizium

Untersuchungen zu Schutz-
maBnahmen von Einsatz-
personal in radiologischen
Notfallen

Bereitstellung aerosol-
technischer Expertise und
Anlagen fir Bau und Betrieb
einer Aerosolkammer fir
Mikroorganismen

Bereitstellung aerosoltechni-
scher Expertise und Anlagen
fur die Exposition von Hunden
gegeniber aerosolisierten
Wirkstoffen

Bestimmung der Freisetzung
luftgetragenener und
lungengangiger Partikel bei
der Fragmentierung sprod-
brechender Materialien

Allgemeine und Reproduk-
tionstoxikologie

Einfluss niederfrequenter
elektromagnetischer Felder
auf das sich entwickelnde
blutbildende System, das
Immunsystem und das ZNS
in vivo

Bio- und Umweltanalytik

Chemische Charakterisierung
von Erdolprodukten (Kraft-
stoffe und Schmiermittel)

Charakterisierung der Zusam-
mensetzung von Biozid-
produkten (Stoffgemischen)

Untersuchung zur Freisetzung
von Formaldehyd aus Form-
aldehyddepotverbindungen

Untersuchungen zur Bestim-
mung der inhalativen und
dermalen Exposition bei An-
wendung von biozidhaltigen
Produkten an Arbeitsplatzen
und im hauslichen Umfeld

Entwicklung von validierten
Methoden zum Biomonitoring
ausgewahlter Metaboliten

Bestimmung von 3-MCPD
in Korperflussigkeiten und
Organen

Bestimmung von Hamo-
globin-Addukten

Konzentrationsbestimmung
von Pharmaka in Expositions-
atmosphéaren und Formulie-
rungen

Entwicklung von Methoden
zur Non-Target-Analytik
komplexer Gemische

Statistische Auswertung
quantitativer NMR/MS-
Daten zur Klassifizierung
zustandsabhangiger Meta-
bolitenmuster

Strukturaufklarung von Ver-
unreinigungen und Abbau-
produkten in Pharmaka
mittels LC-NMR- und LC-MS-
Untersuchungen
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Begleitende analytische
Untersuchungen zu In-vitro-
Expositionsstudien mit Gasen

Bestimmung spezifischer
anorganischer Tracer fur die
Erstellung von Ausbreitungs-
und Verteilungsmodellen

Gehaltsbestimmung toxischer
Elemente in Verbraucher-
produkten

Bestimmung von Elementen
in Organen und Korper-
flissigkeiten im Rahmen
von Studien zur Wirkung
von Nanopartikeln

Datenbanken und
Informationssysteme

RITA — Registry of Industrial
Toxicology Animal-data

CEPA — Cell Proliferation and
Apoptosis

goRENI INHAND — Inter-
national Harmonization
of Nomenclature and
Diagnostic criteria

Wissenschaftliche Fortentwick-
lung des Projekts DevTox
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Genetische Toxikologie

Gentoxikologische Guide-
linestudien im Rahmen
toxikologischer Priifungen
von Chemikalien

In-vitro- und in-vivo-Unter-
suchungen zu moglichen
gentoxischen Effekten von
elektromagnetischen Feldern
im Radiofrequenzbereich

Comet-Assay-basierte
Beurteilung der Gentoxizitat
von quarzhaltigen Keramik-
fasern

Mechanistische Untersuchun-
gen zur Gentoxizitat von
Nitrostyrolderivaten unter
besonderer Beriicksichtigung
der Topoisomerase-II-Aktivitat

Untersuchungen zur In-vitro-
und In-vivo-Gentoxizitdt von
innovativen Arzneimitteln

Untersuchungen zur In-vitro-
und In-vivo-Gentoxizitat von
SiO,-Nanopartikeln

Etablierung von Zellmodellen
und Optimierung von In-vitro-
Methoden zur Beurteilung
der Toxizitat und Gentoxizitat
von Carbon Nanotubes

Etablierung des In-vivo-
Comet-Assays mit den
Organen Lunge und Leber
der Ratte

Inhalationstoxikologie

Sichtung von Fasermaterialien
zur Auftrennung in verschie-
dene atembare Fraktionen

Untersuchung der In-vivo-
Loslichkeit von glasartigen
Faserstauben

Studien zur Bewertung der
Lungentoxizitat von Toner-
pulvern und Tonerhilfsstoffen

Studie an Ratten zur Toxiko-
kinetik nach Inhalation von
nanoskaligen schwerl6slichen
Partikeln

Dispersion und Retention
von Stauben mit ultrafeinen
Primarpartikeln in der Lunge

Vergleich dreier Nano-Titan-
dioxide mit verschiedener
Oberflachencharakteristik
im 28-Tage-Inhalationstest

Entwicklung von Screening-
Verfahren zur Untersuchung
eines moglichen kanzerogenen
Potenzials von Carbon
Nanotubes

Studie an Ratten zur Toxiko-
kinetik nach Inhalation von
Carbon Nanotubes

In-vitro-Toxikologie

Entwicklung eines biologi-
schen Detektors fur inhalative
Prufgegenstande

In-situ-Analyse zellularer Wir-
kungen von luftgetragenen
Substanzen und Wirkstoffen
in vitro

Erweiterte Pravalidierung der
Air/Liquid-Interface-Techno-
logie (ALl) als Priifmethode
fur inhalative Substanzen
(Gase) im Rahmen einer Ring-
studie unter Beteiligung von
behéordlichen Laboren

Herstellung komplexer Zell-
kulturmodelle fir den Einsatz
in Air/Liquid-Interface-Pruf-
verfahren

Etablierung eines Ames-Tests
fur flichtige organische
Verbindungen (VOC)

Studien zur Untersuchung
der biologischen Wirkung
von inhalativ aufgenommenen
Substanzen an Zellen des
Respirationstrakts



Klinische Chemie und
ADME

Hamatologische und klinisch-
chemische Untersuchungen
im Rahmen von toxikologi-
schen Prifungen

Untersuchung der dermalen
Aufnahme von Zinkoxid-
Nanopartikeln

Untersuchung der Toxiko-
kinetik von radioaktiv
markiertem Glycidylpalmitat

Untersuchung von Entziin-
dungsparametern und
oxidativem Stress in der
bronchoalveolaren Lavage-
flissigkeit der Ratte

Messung von Vitalitatspara-
metern (LDH, Harnstoff) in
ZellkulturGiberstanden

Screening-Untersuchungen
an humanen Zelllinien aus
unterschiedlichen Abschnitten
des Respirationstrakts zur
Toxizitat von Carbon-Black-
Nanopartikeln

Pathologie

Elektronenmikroskopische
Untersuchung zur Transloka-
tion von Goldnanopartikeln
in das ZNS

Elektronenmikroskopische
Untersuchung zum Nachweis
von inhalierten bzw.
instillierten Nanopartikeln

im Respirationstrakt

Elektronenmikroskopische
Untersuchung zur Trans-
lokation von feinen und
nanoskaligen Titandioxid-
Partikeln von der Nase zum
Gehirn

Einfluss niederfrequenter
elektromagnetischer Felder
auf das sich entwickelnde
blutbildende System, das
Immunsystem und das ZNS
bei der Maus

Gentoxische Wirkmechanis-
men von feinen und ultra-
feinen Stauben in der Lunge

Histologische, immunhisto-
chemische und morpho-
metrische Untersuchungen
zur Wirkung von verschie-
denen Fasertypen auf
Peritonealzellen

Pathogenetische und immun-
biologische Untersuchungen
zur Staubkanzerogenitat

Pathologie-Datenbank RITA
(Registry of Industrial Toxico-
logy Animal-data) in Zusam-
menarbeit mit der Arbeits-
gruppe Datenbanken und
Informationssysteme

Zellproliferationsuntersuchun-
gen im Respirationstrakt nach
Inhalation von verschiedenen
Fasertypen

Zellulare und subzellulére
Effekte an Epithelzellen der
Rattenlunge nach Inhalation
von feinen und nanoskaligen
Titandioxid-Partikeln

Histologische, immunhisto-
chemische und elektronen-
mikroskopische Untersuchun-
gen zur intraperitonealen
Wirkung von Carbon Nano-
tubes
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In dem Geschéaftsfeld Prafung und Registrierung von
Chemikalien, Bioziden und Pflanzenschutzmitteln
konzentriert sich die langjahrige Erfahrung und die
umfassende Expertise in der Risikobewertung. Diese
beinhaltet die Toxikologie und Okotoxikologie sowie
die Abschatzung der Exposition und des Verhaltens

in der Umwelt.

Fur zahlreiche Stoffe sind neben den bereits vorlie-
genden Daten weitere Prtufungen erforderlich, um
eine Risikobewertung zu ermoglichen. Auch durch
die seit 2007 bestehende EU-Verordnung REACH
werden zahlreiche Nachuntersuchungen von Alt-
stoffen notwendig. Die Mitarbeiterinnen und Mitar-
beiter dieses Geschaftsfelds sichten und bewerten
die vorliegenden Daten und empfehlen gegebenen-
falls zusatzliche Untersuchungen zu dem betreffen-
den Stoff. Um Datenlicken zu schlieBen, werden
am Fraunhofer ITEM Prifungen zu den folgenden
Endpunkten durchgeflihrt: Toxikokinetik, Sensibili-
sierung, Immuntoxizitat, subchronische und chroni-
sche Toxizitat, Reproduktionstoxizitat, Teratogenitat,
Kanzerogenitat und Mutagenitat. AuBerdem kénnen
Fragen zum Wirkmechanismus von Chemikalien ge-
klart werden.



Das Fraunhofer ITEM arbeitet je nach Bedarf eng
mit verschiedenen Fraunhofer-Instituten und ande-
ren Auftragsforschungsinstituten zusammen. Somit
konnen alle fur die gesetzlich vorgeschriebene Risiko-
bewertung geforderten Daten, physiko-chemische
Eigenschaften und Okotoxizitat eingeschlossen, aus
einer Hand geliefert und die Gesamtbewertung
sowie Registrierungsdossiers erstellt werden. Alle
Gutachten werden unter der Einhaltung hoher Stan-
dards angefertigt.

Die gesetzlichen Bestimmungen, insbesondere die
Kriterien fur die Risikobewertung, sind einem stan-
digen Wandel unterworfen. Durch die Zusammenar-
beit mit nationalen und internationalen Gremien
und Behorden sowie die Teilnahme an Ringversu-
chen ist das Fraunhofer ITEM an der Entwicklung
von Richtlinien beteiligt und kann unmittelbar auf
veranderte Randbedingungen reagieren; davon pro-
fitieren in besonderem MaBe auch unsere Kunden.
Es ist absehbar, dass der Bedarf an Risikobewertun-
gen und erganzenden toxikologischen Untersuchun-
gen fur Chemikalien weiter steigen wird. Die Stoff-
bewertung im Rahmen der REACH-Verordnung ist
eine der Herausforderungen der kommenden Jahre.
Daher werden die Kompetenzen in diesem Geschafts-
feld stetig weiter ausgebaut.
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Projektbericht

FAKTOREN FUR DIE ZEITEXTRAPOLATION
BEI STUDIEN MIT WIEDERHOLTER

VERABREICHUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Bei der Risikobewertung von Chemikalien wird die Tatsache
berlcksichtigt, dass die Wirkschwelle einer Chemikalie umso
niedriger ist, je langer man ihr ausgesetzt ist. Liegen ledig-
lich tierexperimentelle Kurzzeitstudien vor, aber keine Lang-
zeitstudien, erfolgt eine Zeitextrapolation. Das heiBt, die
Wirkschwelle fur eine Langzeitexposition wird basierend

auf einer Kurzzeitstudie mit Hilfe eines Faktors ermittelt.
Wissenschaftler am Fraunhofer ITEM haben Faktoren auf
einer breiteren Datenbasis als bisher ermittelt und vor allem
den Einfluss von Unterschieden im Studiendesign untersucht
und verringert. Sie haben schlieBlich Faktoren abgeleitet,
indem sie nur die Unterschiede in der zeitlichen Entwicklung
der Wirkschwelle berlcksichtigt haben.
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Im Alltag kommt der Mensch unwillkirlich mit einer Vielzahl
unterschiedlicher Chemikalien in Berhrung, sei es bei entspre-
chender beruflicher Tatigkeit oder auch zu Hause. Der Kontakt
mit chemischen Produkten erfolgt haufig Gber langere Zeitraume
und immer wiederkehrend und sollte ohne gesundheitliche
Folgen bleiben. Bei der Risikobewertung von Chemikalien
muUssen diese chronischen Expositionen beriicksichtig werden.
Im Normalfall beruht eine solche Risikobewertung auf einer
Studie an Tieren, aus der eine Wirkschwelle fur die Chemikalie
abgeleitet werden kann, denn Daten zur Wirkschwelle am
Menschen liegen in der Regel nicht vor. Diese Tierdaten mds-
sen auf die Situation beim Menschen Ubertragen, also extra-
poliert werden. Bei dieser Extrapolation mussen nicht nur die
Unterschiede zwischen den Spezies (Tier/Mensch) bericksich-
tigt werden, sondern auch die Unterschiede zwischen der Stu-
diendauer am Tier und der Expositionsdauer beim Menschen.
Die Habersche Regel besagt, dass das AusmaB vieler gesund-
heitlicher Schaden ein Produkt aus Chemikalienkonzentration
und Expositionsdauer ist, d. h. je Ianger man einer Chemikalie
ausgesetzt ist, desto niedriger ist ihre Wirkschwelle. Diese Tat-
sache wird bei einer Zeitextrapolation bertcksichtigt, indem
die Wirkschwelle fur eine Langzeitexposition basierend auf
einer Kurzzeitstudie mit Hilfe eines Faktors ermittelt wird. Ge-
rade fur viele Chemikalien, die bereits seit langer Zeit auf dem
Markt sind und die jetzt unter REACH erneut bewertet werden
mussen, liegen zwar Kurz-, aber keine Langzeitstudien an Tieren
vor. Die Anwendung eines entsprechenden Faktors bei fehlen-



der Langzeitstudie ermoglicht somit eine Risikobewertung ohne

weitere Tierversuche.

Welche Faktoren zur Zeitextrapolation eingesetzt werden, ist
abhangig vom jeweiligen gesetzlichen Kontext. Die unterschied-
lichen Regularien berufen sich auf verschiedene Annahmen
und Untersuchungen. Im hier vorgestellten Projekt wurden
Faktoren auf einer breiteren Datenbasis als bisher ermittelt
und vor allem der Einfluss von Unterschieden im Studiendesign
untersucht und verringert.

Datenbank RepDose als Basis fiir Faktorenberechnung

Als Datenbasis fur die Berechnung der Faktoren haben Wis-
senschaftler am Fraunhofer ITEM die Fraunhofer-Datenbank
RepDose (www.fraunhofer-repdose.de) verwendet. Zunachst
berechneten sie Faktoren von Chemikalien, zu denen Studien
mit unterschiedlicher Dauer vorliegen. Hierzu haben sie die
Wirkschwelle einer Chemikalie aus einer Kurzzeitstudie durch
die ebenfalls vorliegende Wirkschwelle aus einer Langzeitstudie
geteilt. AnschlieBend analysierten sie die Verteilung all dieser
chemikalienspezifischen Faktoren. Als allgemeinen Faktor kann
man den geometrischen Mittelwert oder das 90ste Perzentil
einer solchen Verteilung verwenden. Ahnliche Untersuchun-
gen finden sich z. B. bei Kalberlah et al. (2002) oder Vermeire
et al. (2001). Die Leitlinie REACH R.8 zur Ableitung von DNEL-
Werten schlagt folgende allgemeine Faktoren vor: subakut zu
subchronisch 3, subchronisch zu chronisch 2 und subakut zu
chronisch 6 (REACH-Leitlinie 2010).

Evaluation der Zeitextrapolationsfaktoren
Die bisher publizierten Faktoren basieren auf kleinen und/oder

alten und heterogenen Datensatzen. Ziel dieses Projekts war
es zu evaluieren, inwieweit sich Unterschiede im Studiendesign

von Studien, die zur Ableitung der Faktoren herangezogen
werden, auf die Verteilung der Faktoren und letztlich die Ab-
leitung der allgemeinen Faktoren auswirken. Weiterhin wurde
untersucht, inwieweit sich die Faktoren fur verschiedene Sub-
stanzgruppen (Industriechemikalien, Pestizide, Detergenzien)
unterscheiden. Die orale und inhalative Verabreichung wurden
getrennt analysiert.

Ausgehend von der maximal in der RepDose-Datenbank ver-
fugbaren Anzahl von Studienpaaren (bis zu 236 fur den Ver-
gleich subchronisch-chronisch nach oraler Verabreichung) wur-
de schrittweise der Einfluss verschiedener Unterschiede im Stu-
diendesign untersucht. Den groBten Einfluss auf die Faktoren
hatten der Abstand zwischen den verabreichten Dosen und
die generelle Vergleichbarkeit des Untersuchungsumfangs. So
kdnnen beispielsweise die Wirkschwellen zweier Studien einer
Chemikalie durch einen unterschiedlichen Untersuchungs-
umfang festgelegt sein. Wurde in der einen Studie die Wirk-
schwelle durch eine makroskopische Veranderung, z. B. Organ
vergroBert, festgelegt, so liegt die Wirkschwelle eventuell
hoher, als wenn eine mikroskopische Untersuchung, z. B. auf
Zellebene, durchgefuhrt worden ware. Wird diese Studie aber
nun mit einer Studie verglichen, deren Wirkschwelle durch eine
mikroskopische Veranderung bestimmt wurde, z. B. eine zellu-
lare Hypertrophie, spiegelt der Faktor auch den Unterschied

im Untersuchungsumfang und nicht den stoffspezifischen Zeit-
verlauf der Wirkschwelle wider. Dieser wirde sich ergeben,
wenn man in beiden Studien vergleichbare mikroskopische oder
makroskopische Befunde zur Festlegung der Wirkschwelle
heranzieht.

Fur die abschlieBende Ableitung von allgemeinen Faktoren
haben die Wissenschaftler nur solche berechneten Faktoren
berlcksichtigt, die mit groBer Wahrscheinlichkeit ausschlieB3-
lich den zeitlichen Verlauf der Wirkschwelle wiedergeben.
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Tabelle 1: Faktoren fiir die Zeitextrapolation.

Die Ableitung von Faktoren zur Zeitextrapolation im Rahmen dieses
Projekts berticksichtigt nur Unterschiede, die auf der zeitlichen Ent-
wicklung der Wirkschwelle und nicht auf Unterschieden im Studien-
design beruhen. Im Vergleich zu Literaturdaten, die auf heteroge-
neren Datensdtzen basieren, sind die Faktoren (ermittelt als geome-
trische Mittelwerte der log-normal verteilten Daten) und auch die
90sten Perzentile deutlich niedriger. Die Anwendung der niedrige-
ren Faktoren ermdglicht eine transparentere Risikobewertung,
insbesondere bei probabilistischer Ermittlung des Gesamtextrapola-
tionsfaktors. Hier sind beispielhaft die Verteilungen fur die Faktoren
subchronisch zu chronisch dargestellt.

N Faktor (GM) 90. Perzentil
Oral 58 1,4 3,6
Kalberlah, 2002* 68 2,7 20
Vermeire, 2001** 419 2,0 10

* Analyse von Inhalationsstudien, die aber nach bisherigen Erkenntnissen
zu keinen anderen Faktoren als die oralen Studien fuhren.

** Metaanalyse von 11 publizierten Datensatzen (N = 9-149), sehr heteroge-
ne Daten, die z. B. Studien mit verschiedenen Spezies (von Ratte bis
Hund) ohne Korrektur fur Speziesunterschiede vergleichen.

Allgemeine Faktoren sind im Vergleich zu bisher publizierten
Werten flr die Extrapolation subchronisch zu chronisch in
Tabelle 1 dargestellt.

Ausblick

Die von den Fraunhofer-Wissenschaftlern abgeleiteten Fakto-
ren sind eine Alternative zu den bisher verwendeten Faktoren.
Sie berlcksichtigen erstmals lediglich die Unterschiede im Hin-
blick auf die zeitliche Entwicklung der Wirkschwelle, aber keine
weiteren Unterschiede im Studiendesign. Weiterhin eignen
sich die hier beschriebenen Verteilungen der Faktoren auf-
grund ihrer geringen Streuungen fUr eine probabilistische
Bestimmung des Gesamtextrapolationsfaktors. Die Faktoren
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kénnen helfen, die Ableitung von toxikologisch begriindeten
Hochstwerten auf der Basis wissenschaftlicher Fakten besser
zu begrtinden und somit eine bessere allgemeine Akzeptanz
fur die festgelegten Hochstwerte zu erreichen.
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VERGLEICH DER METHODEN ZUR ABLEITUNG
VON GRENZWERTEN FUR CHEMIKALIEN

ZUSAMMENFASSUNG

Fraunhofer-Forscher haben fur das Umweltbundesamt
Methoden zur Ableitung von toxikologisch begriindeten
Hochstwerten — also von Grenz- und Richtwerten — fur
Chemikalien in der Umwelt und im menschlichen Korper
mit der Methode verglichen, mit der entsprechende Werte
im Rahmen von REACH erhoben werden. Sie kamen zu
dem Schluss, dass sich die Methoden in vielen Punkten
dhneln. Fur die Akzeptanz der abgeleiteten Werte fur
REACH ist jedoch eine groBere Transparenz der ange-
wendeten Methode erforderlich.

Grenzwerte, Beurteilungswerte oder auch Richtwerte sind ein

wesentliches Element der Risikoabschatzung in der Toxikologie.

Liegt eine gemessene oder berechnete Konzentration unter-
halb dieser Werte, besteht im Allgemeinen keine Gefahr fur
die Gesundheit des Menschen. Entsprechende Werte gibt es
in Deutschland bereits seit Iangerer Zeit fir Chemikalien, die
in Boden, Wasser und Luft sowie im Urin oder Blut des Men-
schen nachgewiesen werden kénnen.

In einem Forschungsprojekt fur das Umweltbundesamt (Licht
et al., 2011) wurden die Methoden zur Ableitung solcher
toxikologisch begriindeter Hochstwerte mit der Methode fur

die neue Chemikalienverordnung REACH verglichen (ECHA,
2010). Bei letzterer sollen Konzentrationen abgeleitet werden,
unterhalb derer der Stoff die menschliche Gesundheit nicht
beeintrachtigt. Diese Werte werden als Derived No Effect Level
(DNEL) bezeichnet.

Der Vergleich der verschiedenen Methoden sollte Moglich-
keiten fur eine Vereinheitlichung ermitteln und Besonderheiten
einzelner Methoden herausarbeiten.

Vergleich der Extrapolationsfaktoren

Diese Werte werden Ublicherweise von der héchsten gepruf-
ten Dosis abgeleitet, die im Tierversuch keine schadliche Wir-
kung zeigte (»...bei der die Haufigkeit oder Schwere einer
schadlichen Wirkung bei der exponierten Gruppe gegeniber
einer geeigneten Kontrollgruppe statistisch nicht signifikant
erhodht ist...«'). Diese Dosis wird als No Observed Adverse
Effect Level (NOAEL) bezeichnet.

Faktoren werden verwendet, um den NOAEL auf den Menschen
und dessen jeweilige Expositionssituation zu Ubertragen. Diese
werden in den verschiedenen Methoden als Extrapolations-
faktoren, (Un-)sicherheitsfaktoren oder Assessment Factors
bezeichnet.

Die Faktoren fur Interspezies- und Intraspezies-Unterschiede
sind in Tabelle 1 aufgefuhrt. Im Tierexperiment wird in vielen
Fallen eine kurzere Versuchsdauer verwendet im Vergleich

" Quelle: http://guidance.echa.europa.eu/public-2/glossary.htm > NOAEL
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zur oft lebenslangen (chronischen) Exposition des Menschen.
Die Faktoren zur Zeitextrapolation (z. B. subakut zu chronisch:
Faktor 6) werden hier nicht dargestellt. Aktuelle Forschungs-
ergebnisse zu diesem Thema sind im Projektbericht auf Seite 70
zu finden.

Ein Faktor fur Interspezies-Unterschiede berlcksichtigt die Un-
terschiede zwischen Versuchstier und Mensch. Demgegeniiber
bildet der Faktor fir Intraspezies-Unterschiede die unterschied-
liche Empfindlichkeit in der Bevolkerung, d. h. die interindividu-
elle Variabilitat, ab.

Fur Interspezies-Unterschiede findet sich bei fast allen Metho-
den ein Faktor von 10. Dieser Faktor setzt sich aus der Allo-
metrie (Ratte/Mensch: Faktor 4) und einem Faktor von 2,5
flr sonstige Unterschiede zusammen. Wird fur die Ableitung
eine Studie mit Mausen verwendet (Allometrie Maus/Mensch:
Faktor 7), so kann sich daraus auch ein Faktor gréBer als 10
ergeben. Bei anderen Methoden wird diese Unterscheidung
zwischen toxikokinetischem und toxikodynamischem Anteil
so explizit nicht vorgenommen oder sie wird lediglich zusatz-
lich erlautert.

Ein Faktor von 10 fur Intraspezies-Unterschiede wird auch bei
vielen Methoden als Standard fur die Allgemeinbevélkerung
eingesetzt. Gibt es Hinweise auf eine besondere Empfindlich-
keit (hoher oder niedriger), kann in begrindeten Einzelfallen
davon abgewichen werden. Bei Richtwerten fur die Innen-
raumluft wird standardmaBig ein zusatzlicher Faktor von 2
fur die besondere Empfindlichkeit von Kindern aufgrund ihrer
Physiologie verwendet. Auch bei der DNEL-Ableitung ist ein
zusatzlicher Faktor fur besonders empfindliche Subgruppen
maoglich, dessen Hohe allerdings nicht definiert ist.

Konnte kein NOAEL ermittelt werden, kann hilfsweise die
niedrigste Dosis mit Effekt, der Lowest Observed Adverse

Effect Level (LOAEL) genutzt und ein Faktor zwischen 1 und 10
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verwendet werden. Eine Ausnahme sind hier Richtwerte der
Innenraumluft, bei denen im Regelfall von einem LOAEL aus-
gegangen wird.

Transparenz der Ableitungsmethoden

Fur die allgemeine Akzeptanz der abgeleiteten Werte ist es
wichtig, wie transparent und nachvollziehbar die Ableitung
der Werte ist. In den meisten Fallen wird neben der Ablei-
tungsmethode auch die stoffspezische Ableitung veroffent-
licht. Dies gilt z. B. fur die Interpolationsmethode zur Ablei-
tung der gefahrenbezogenen Dosis oder das Basisschema fur
die Ableitung der Richtwerte fir die Innenraumluft. In vielen
Fallen sind es auch die stoffspezifischen Ableitungen der Werte
(z. B. Trinkwasser-Qualitatsziele der WHO). Sie werden teils

in Zeitschriften oder Mitteilungsblattern, teils im Internet pub-
liziert.

Nach jetzigem Kenntnisstand wird nur der DNEL-Wert auf der
Internetseite der ECHA veroffentlicht, nicht aber die Ableitung
mit den verwendeten Faktoren und dem gewahlten NOAEL.
Welche Auswirkungen dies auf die Akzeptanz der DNEL-Werte
hat, kann zurzeit noch nicht abgeschatzt werden, da die
DNEL-Werte erst vermehrt fur Stoffe mit der Registrierungs-
Deadline im Dezember 2010 abgeleitet wurden.

Fazit

In allen Fallen, in denen in Deutschland bereits Werte abgelei-
tet wurden, wird ein sehr ahnliches Schema verwendet. Auch
die Ableitung von DNEL-Werten weicht davon nicht im Wesent-
lichen ab. Unterschiede finden sich jeweils nur in Details.
Genauere Anleitungen, wann in welchem Umfang von den
Standardfaktoren abgewichen werden kann, sind meist nicht
vorhanden. Hier wird sehr oft auf Expertenwissen zurtck-
gegriffen.



Um die Ableitung der Werte transparent zu machen, ist es

notwendig, die stoffspezifische Ableitung zu veroffentlichen.

Bei den DNEL-Werten unter REACH ist dies zurzeit nicht
vollstandig umgesetzt. Welche Auswirkungen dies auf die

allgemeine Akzeptanz der neu abgeleiteten Werte hat, lasst

sich nicht abschatzen.
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Tabelle 1: Ubersicht iiber die verwendeten Extrapolationsverfahren in den verschiedenen Bewertungsverfahren
(*WHO drinking-water quality guideline values; **WHO air quality guideline values, Standardfaktoren nicht vor-

gegeben, Verweis auf WHO, 1994; # Ableitung erfolgt aus LOAEL, Faktor 3 bei einem LOAEL aus Tierversuchen.
TRD = tolerierbare resorbierte Dosis; RW = Richtwert).

Verfahren Inter- Intra- LOAEL/ Besonderheiten
spezies spezies NOAEL
Industriechemikalien
DNEL-Wert 4x2,5 10 3(10) zusatzliche Faktoren, abhangig von Datenumfang und -qualitat
Boden
TRD-Werte 1-10 1-10 1-10 TRD-Werte = interne Koérperdosen
Trinkwasser
Qualitatsziel WHO* 1-10 1-10 - zusatzliche Faktoren fir die » Angemessenheit der Studie« (1-10)
und die »Art und Schwere des Effekts« (1-10)
Leitwerte des Umweltbundesamts 1-10 1-10 1-10 Verfahren ahnlich TRD, externe Dosis, keine Resorption
Luft
Richtwerte Innenraumluft 10 10 —#  Kinderfaktor 2; RW I ist um Faktor 10 kleiner als RW I

Qualitatsziel WHO**

(1-10)

Betonung des »Expert Judgement«
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Geschéftsfeld 4

PROJEKTUBERSICHT

Stoffbewertungen,
Chemikalien

Arbeiten im Zusammenhang
mit der Europaischen Chemi-
kalienverordnung (REACH):
Beratung von Firmen, Hilfe-
stellung bei der Vorbereitung
auf die Registrierung, Evaluie-
rung notwendiger Daten,
Erstellung von IUCLID-Stoff-
datensatzen und Stoffsicher-
heitsberichten, Entwicklung
von Teststrategien, Waiving-
Begrundungen und Exposi-
tionsszenarien

Bearbeitung und Aktualisie-
rung von IUCLID-Stoffdaten-
satzen, »SIDS Initial Assess-
ment Profiles« und »SIAR
Hazard Assessments« fir
Industriechemikalien im Rah-
men der HPV-Initiative des
Weltchemieverbandes (ICCA);
besondere Erfahrungen zu
Stoffgruppenbetrachtungen
(»category approaches«)
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Erstellung von »International
Chemical Safety Cards« (ICSC)
im Rahmen des »Internatio-
nal Programme on Chemical
Safety« (IPCS) fur die Weltge-
sundheitsorganisation (WHO)

Erstellung von Stoffberichten
fur das Noxen-Informations-
system NIS im Auftrag von
verschiedenen Landesminis-
terien

Neustoffanmeldungen und
Beratungsvertrage im Auftrag
japanischer Firmen

Erstellung von Gutachten zur
Toxikologie verschiedener
Chemikalien

Toxikologische Gutachten
und Risikobewertung fur
Verunreinigungen oder Rick-
stande in Medizinprodukten

Biozide

Erstellung von Dossiers flr
die Bewertung von »alten«
bioziden Wirkstoffen im Rah-
men der 4. Prioritatenliste der
EU-Altbiozid-Review-Regula-
tion, inkl. Erarbeitung von
Expositionsszenarien und
Prufstrategien

Bearbeitung von Nachforde-
rungen bzw. Austausch mit
Zulassungsbehdrden, um die
bioziden Wirkstoffe in Annex
I/1A nach Richtlinie 98/8/EG
aufzunehmen

Entwicklung von Konzepten
fur die Produktzulassung,
inkl. Studienmonitoring,
Risikobewertungen,
Erarbeitung von Expositions-
szenarien und Prifstrategien

QSAR, Datenbanken

Datenerfassung und -analyse
zur Kategorienbildung bei
Kohlenwasserstoffgemischen

Verfeinerung der TTC-Inhala-
tionsgrenzwerte im Auftrag
von Cefic

Analyse organspezifischer
Toxizitat in vivo und Korrela-
tion zu In-vitro-Testsystemen
im Auftrag von Cefic

Stoffbewertung aufgrund von
(Q)SAR und »Read Across«

Analyse von Extrapolations-
faktoren fur Zeit, Interspezies
und Routen und Kombination
der Verteilungen im Auftrag
von ERASM

Bericht zu Struktur-Wirkungs-
beziehungen von Glykolether
im Auftrag des Bayerischen
Landesamts fur Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit



Bewertung Human- und
Tierarzneimittel

Bewertung der Auswirkungen
von Arzneimitteln auf die
Umwelt

Erstellung von Gutachten
fur die Zulassung von Tier-
arzneimitteln

Expositionsabschatzungen

Erstellung von »Environmental
Health Criteria Documents«
(EHC) zu »Dermal exposure«
im Rahmen des »International
Programme on Chemical
Safety« (IPCS) fur die Welt-
gesundheitsorganisation
(WHO)
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Forschen fur die Praxis ist die zentrale Aufgabe der Fraunhofer-

Gesellschaft. Die 1949 gegriindete Forschungsorganisation
betreibt anwendungsorientierte Forschung zum Nutzen der
Wirtschaft und zum Vorteil der Gesellschaft. Vertragspartner
und Auftraggeber sind Industrie- und Dienstleistungsunter-
nehmen sowie die &ffentliche Hand.

Die Fraunhofer-Gesellschaft betreibt in Deutschland derzeit
mehr als 80 Forschungseinrichtungen, davon 60 Institute.
Mehr als 18000 Mitarbeiterinnen und Mitarbeiter, Gberwie-
gend mit natur- oder ingenieurwissenschaftlicher Ausbildung,
bearbeiten das jahrliche Forschungsvolumen von 1,65 Milliarden
Euro. Davon fallen 1,40 Milliarden Euro auf den Leistungsbereich
Vertragsforschung. Uber 70 Prozent dieses Leistungsbereichs
erwirtschaftet die Fraunhofer-Gesellschaft mit Auftragen aus
der Industrie und mit 6ffentlich finanzierten Forschungspro-
jekten. Knapp 30 Prozent werden von Bund und Landern als
Grundfinanzierung beigesteuert, damit die Institute Problem-
|6sungen erarbeiten konnen, die erst in funf oder zehn Jahren
far Wirtschaft und Gesellschaft aktuell werden.

Internationale Niederlassungen sorgen flr Kontakt zu den
wichtigsten gegenwartigen und zukinftigen Wissenschafts-
und Wirtschaftsraumen.

Mit ihrer klaren Ausrichtung auf die angewandte Forschung
und ihrer Fokussierung auf zukunftsrelevante Schlusseltechno-
logien spielt die Fraunhofer-Gesellschaft eine zentrale Rolle im
Innovationsprozess Deutschlands und Europas. Die Wirkung
der angewandten Forschung geht tUber den direkten Nutzen
fur die Kunden hinaus: Mit ihrer Forschungs- und Entwick-
lungsarbeit tragen die Fraunhofer-Institute zur Wettbewerbs-
fahigkeit der Region, Deutschlands und Europas bei. Sie férdern
Innovationen, starken die technologische Leistungsfahigkeit,
verbessern die Akzeptanz moderner Technik und sorgen

far Aus- und Weiterbildung des dringend benétigten wissen-
schaftlich-technischen Nachwuchses.

Ihren Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern bietet die Fraunhofer-
Gesellschaft die Moglichkeit zur fachlichen und persénlichen
Entwicklung fur anspruchsvolle Positionen in ihren Instituten,
an Hochschulen, in Wirtschaft und Gesellschaft. Studierenden
erdffnen sich an Fraunhofer-Instituten wegen der praxisnahen
Ausbildung und Erfahrung hervorragende Einstiegs- und Ent-
wicklungschancen in Unternehmen.

Namensgeber der als gemeinnutzig anerkannten Fraunhofer-
Gesellschaft ist der Minchner Gelehrte Joseph von Fraunhofer
(1787-1826). Er war als Forscher, Erfinder und Unternehmer
gleichermaBen erfolgreich.
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Presse- und Offentlichkeitsarbeit
Franz Miller

Telefon +49 89 1205-1333

Fax +49 89 1205-7515
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FORSCHUNG FUR DIE GESUNDHEIT UND
DIE UMWELT DES MENSCHEN

Sechs Fraunhofer-Institute stellen die Lebenswissenschaften

in den Fokus ihrer Forschung. Im Fraunhofer-Verbund Life
Sciences bindeln sie ihre Kompetenzen in Biologie, Biomedizin,
Pharmakologie, Toxikologie und Lebensmitteltechnologie.

Mit rund 1200 Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern stellt der
Fraunhofer-Verbund Life Sciences einen wichtigen FuE-Partner
fur die Pharma- und Biotechnologiebranche ebenso wie fiir
die Chemieindustrie und Medizintechnikunternehmen dar.

Die Fraunhofer-Institute fUr Biomedizinische Technik IBMT,
Grenzflachen und Bioverfahrenstechnik IGB, Molekularbiolo-
gie und Angewandte Oekologie IME, Toxikologie und Experi-
mentelle Medizin ITEM, Zelltherapie und Immunologie IZI
sowie Verfahrenstechnik und Verpackung IVV fihren ihr
konzentriertes Know-how zusammen, um fur ihre Kunden

auch Ubergreifende Projekte erfolgreich durchftihren zu kénnen.

Die Forschung und Entwicklung im Fraunhofer-Verbund Life

Sciences umfasst sowohl die praventiven Bereiche Umweltschutz

und Verbraucherschutz als auch die regenerativen Bereiche
medizinische Therapie und Umweltsanierung. Die Bandbreite
an Methoden und Ausstattung, die der Fraunhofer-Verbund

Life Sciences vereint, sucht in dieser Konzentration ihresgleichen.

Die Forschung im Fraunhofer-Verbund Life Sciences ist durch
ihre Anwendungsnahe zur Industrie gekennzeichnet, um be-
darfsorientierte Losungen fur seine Kunden zu entwickeln.
Zudem forschen die Institute auch an den Grundlagen, um
so die Basis fur zuktinftige Anwendungen in der Industrie zu

schaffen. Die Geschaftsfelder des Fraunhofer-Verbunds Life
Sciences umfassen die medizinische Translationsforschung
und Biomedizintechnik, die regenerative Medizin, gesunde
Lebensmittel, Biotechnologie fur die industrielle Nutzung so-
wie die Forschung fur Sicherheit bei Prozessen, Chemikalien
und Pflanzenschutzmitteln.

Es werden Wege aufgezeigt, Gesundheit und Umwelt in einer
industrialisierten Welt zu erhalten und Moglichkeiten entwickelt,
Krankheiten im Rahmen einer starker personalisierten Medizin zu
diagnostizieren und zu therapieren sowie die Umwelt zu sanieren.

Fraunhofer-Verbund Life Sciences
Prof. Dr. Dr. Uwe Heinrich
(Vorsitzender)

[?.‘ ) KONTAKT
i

Geschéftsstelle im Fraunhofer ITEM
Dr. Claus-Dieter Kroggel

(Leiter der Geschaftsstelle)

Telefon +49 511 5350-103

Fax +49 511 5350-155
claus.kroggel@vls.fraunhofer.de

WWW.LIFESCIENCES.FRAUNHOFER.DE
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FOREWORD

Dear Reader,

The year 2011 was a special year for the Fraunhofer ITEM:
it allowed us to look back on 30 years of successful health
research, both in the fields of preventive medicine and therapy.
The anniversary ceremony though at the same time made us
look to the future, because on the occasion of the festivities
we also turned the first sod for the Clinical Research Center
Hannover — the CRC Hannover. With this new study center,
planned to become operational in fall 2013, clinical airway
research at the Fraunhofer ITEM will receive the desperately
needed expansion. In addition, this center also represents

an example of two non-university research institutions — the
Fraunhofer ITEM and the Helmholtz Center for Infection Re-
search — and a university — the Hannover Medical School —
collaborating in a research building for early-phase clinical
studies. For all three organizations, medical translational
research, that is, the development of novel therapies and
diagnostics from bench to bedside, is a matter of great im-
portance.
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There were actually several “foundations stones” laid during
the past year, not only at our main premises in Hannover. In
Regensburg’s Biopark in southern Germany, the renowned re-
searcher Professor Christoph Klein set up a Fraunhofer project
group in the field of personalized cancer therapy in connection
with his chair at the University of Regensburg. With this project
group, the area of drug research and development at the
Fraunhofer ITEM has been enhanced to include a new thematic
focus. A substantial expansion was also completed at the
Braunschweig location. The Braunschweig-based staff of the
Division of Pharmaceutical Biotechnology moved into new

and newly equipped facilities on the campus of the Helmholtz
Center for Infection Research. All in all, they now have at their
disposal about 2000 m? of laboratories and pilot plants for
process development, scale-up, GMP manufacture, and fill and
finish. Our biotechnology experts, who have been successfully
engaged in the biopharmaceuticals market for over ten years,
are thus now in a position to considerably expand the scope of
research and services they offer.

Another setup that took place in 2011 was that of the German
Center for Lung Research — a Germany-wide alliance of six

excellent universities and non-university cooperation partners —,
receiving long-term funding from the German Federal Ministry
of Education and Research and aimed at the rapid development



of diagnostic methods and novel therapies for respiratory
diseases. In this research alliance, the Fraunhofer ITEM is par-
ticipating together with the Hannover Medical School. With
the CRC Hannover, the institute is also involved in another
center for health research, the German Center for Infection
Research.

The Fraunhofer ITEM can thus look to the future with confi-
dence. Many foundation stones have been laid, numerous
projects have been started. An overview of the focuses of
our work and some examples of current research projects are
given in this Annual Report 2011.

For all this, | would like to thank the institute’s staff, the mem-
bers of its Advisory Board, its promoters and clients. Without
their commitment, this progress would not have been possible.
| look forward to continued fruitful cooperation in the future.

Prof. Dr. Dr. Uwe Heinrich
Executive Director




PROFILE OF THE INSTITUTE

FOCUSES OF OUR WORK

Protecting man from health hazards in our industrialized world
and contributing to the development of novel therapeutic ap-
proaches — these are the aims of the Fraunhofer Institute for
Toxicology and Experimental Medicine ITEM. A focus is on air-
way research: a wide range of airborne substances — pollut-
ants but also pharmaceuticals — are taken up via the lungs. In
collaboration with our clients from industry, industry associa-
tions, occupational safety and health organizations, and public
authorities we develop and test novel medications against re-
spiratory diseases — in particular asthma, allergic rhinitis, and
chronic bronchitis (COPD) —, study mechanisms of action, and
determine the risks of potentially harmful substances. Due to
our wide spectrum of expertise we are able to offer complete
solutions — from the idea to the product.

Our focus: lungs and airways

The respiratory tract is the focus of research at the Fraunhofer
ITEM. In in-vitro and in-vivo models, primarily substances that
are taken up via the airways are studied. These include single
components, such as fibrous dusts or ultrafine particles and
nanoparticles, but also complex mixtures that are encountered
at the workplace or in the environment, as for instance ex-
haust gases from automobiles and coking plants, or bitumen
fumes.

Testing and development of pharmaceuticals

With regard to inflammatory and allergic diseases of the respi-
ratory tract the Fraunhofer ITEM offers research and develop-
ment services from the molecular level to clinical trials. Meth-
ods of cell biology and molecular biology are used to validate
novel target structures for diagnosis and therapy and optimize
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these during early development stages. Once possible drug
candidates have been identified, efficacy and safety tests are
performed. For drug registration in compliance with GLP
(Good Laboratory Practice) regulations the Fraunhofer ITEM
performs toxicological and safety pharmacological testing. The
institute’s Division of Pharmaceutical Biotechnology develops
manufacturing processes for biopharmaceutical active ingredi-
ents. For clinical trials with biopharmaceuticals we manufac-
ture the investigational medicinal product in compliance with
GMP (Good Manufacturing Practice) guidelines. A GMP unit
for the aseptic filling of infusion solutions is also available.

Clinical studies

For the registration of pharmaceuticals for the indications al-
lergy, asthma, and COPD, the Fraunhofer ITEM conducts clini-
cal studies, mainly of phases I-Il, in compliance with GCP
(Good Clinical Practice) guidelines, managed by highly quali-
fied physicians. The special equipment the institute disposes of
for these studies includes different environmental exposure
units. In the “Fraunhofer Environmental Challenge Chamber”,
which so far has been used to expose test subjects to grass
pollen and house dust mite allergens, tests with other aller-
gens are also planned for the future.

Personalized tumor therapy

Personalized tumor therapy is the research topic of the
Fraunhofer project group with exactly this name that took up
work at the University of Regensburg in 2011. Its focus is on
application-oriented basic research into the formation of me-
tastases and the translation of the results obtained into novel
diagnostic methods and therapeutic products.
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Overview of topics

DIAGNOSIS AND THERAPY

Testing and development of medications and diagnostics
® Pharmacological and toxicological research and GXP studies

e Clinical research and development in the area of inflammatory
and allergic airway diseases
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PREVENTION

Analysis and assessment of potentially harmful substances

¢ Toxicological investigations, hazard and risk assessments;
in particular for inhalable toxic substances

e Testing and registration of chemicals, biocides, and plant
protection products

MECHANISTIC INVESTIGATIONS

¢ Pathogenesis of diseases

e Exogenous and endogenous active substances

Assessment of potentially harmful substances

Be it at workplaces, in the environment, or in consumer prod-
ucts — we detect toxic substances and evaluate the human ex-
posure situation. Complex atmospheres can be reproduced on
a laboratory scale. The Fraunhofer ITEM offers all types of in-
vestigations: from the analysis of airborne pollutants to the
generation of appropriate test aerosols for in-vivo and in-vitro
studies. To enable reliable risk assessment, inhalation studies
and general toxicological studies are performed in cells, tis-
sues, and organisms.

Risk assessment and registration of chemicals

Based on their own experimental results, literature searches,
and data provided by clients, our scientists prepare reports on
test substances and, if required, perform human exposure and
risk assessments. In addition, the institute supports its clients
in the registration of chemicals and complex mixtures and in
the assessment of substances falling under the new European
chemicals regulation REACH.



PROFILE OF THE

INSTITUTE

Top-level quality

The responsibility of the Quality Assurance Unit (QAU) is to en-
sure that the studies conducted at the institute are performed
at a consistently high level in compliance with GXP guidelines.
As one of the institute’s central service units, it supervises com-
pliance with the legally required quality assurance systems GLP,
GMP, and GCP, which ensure that the procedures of drug de-
velopment and manufacturing and of chemical safety testing
are performed reliably and reproducibly and that the generat-
ed data are valid.

Expertise in measurement technology and process
engineering: inhalable aerosols for health research

For inhalation studies, the comprehensive expertise and
many years of experience of the aerosol technologists at the
Fraunhofer ITEM are an essential prerequisite. Their know-how
on the aerosolization of substances and on the deposition and
kinetics of inhaled substances is also used to develop pharma-
ceutical aerosols.

Pooling together expertise

The Fraunhofer ITEM cooperates with partner institutes within
the Fraunhofer-Gesellschaft and also pools together its own
expertise with that of external cooperating partners. This puts
the institute in a position to offer an even broader range of
research services. Important partners nearby the institute

are, for example, the Hannover Medical School (MHH), the
Braunschweig-based Helmholtz Center for Infection Research
(Hz1), and TWINCORE.
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It is in cooperation with the MHH and the HZI that the
Fraunhofer ITEM is setting up a new translational research
center, the “Clinical Research Center Hannover” (CRC Han-
nover). The first sod was turned in May 2011. Already in fall
2013, safety and efficacy testing of new medications that have
not yet been approved by the authorities for commercial use is
to be performed there. The CRC Hannover will offer an opti-
mal infrastructure for early-phase clinical trials (phases | and II)
and will provide the basis for a stronger dovetailing of basic re-
search and clinical research. The new study center is an impor-
tant constituent of the medical translational alliance in Lower
Saxony (TRAIN). TRAIN is a cross-disciplinary alliance of univer-
sity and non-university institutions in Lower Saxony, funded by
the Lower Saxony Ministry of Science and Culture and aimed
at developing novel medications and vaccines and transferring
these from bench to bedside at reduced cost and time wher-
ever possible.

The institute has pooled its competences to form
four business units:
1. Drug Research, Drug Development and
Medical Biotechnology

I 2. Clinical Airway Research

3. Occupational and Environmental Toxicology and
Consumer Protection

4. Testing and Registration of Chemicals, Biocides and
Pesticides



Recognizing technological trends and current market develop-

ments and adjusting accordingly the scope of services offered
are among the hallmarks of the Fraunhofer ITEM’s successful
concept. Preliminary research projects and the resulting scien-
tific findings and innovative technologies are just as beneficial
to the institute’s clients as in-depth studies and downstream
projects. This is why the following work areas and competences
have been established or further expanded:

Toxicology

— Development of an aerosol generator for carbon nanotubes
(CNT) for use in inhalation experiments

— Development of a procedure for automated specific detection
and quantification of biogenic air pollutants

— Development of validated in-vitro screening tests to investigate
the potential hazards of nanoparticles

— Development of methods for targeted investigation of
pathological changes and of nanoparticles from histological
slices by electron microscopy

— Immunological and histopathological examination of human
sample material from the respiratory tract

— Development of intelligent testing strategies in chemical risk
assessment

— Development of adequate toxicological and pharmacological
test systems for use in the registration of biopharmaceuticals
in compliance with EMA (European Medicines Agency)
requirements

— Setup of toxicological databases

— Investigation of structure-activity relationships in toxicology
(QSAR)

— Development of risk assessment strategies for chemical
categories to support registration of chemicals under the
new European chemicals regulation REACH

Pharmacology

— In-vitro testing (screening) of airborne aerosols, including
drug candidates

— Further development of ex-vivo techniques (precision-cut
lung slices, PCLS) for investigating the effects of substances
on the lungs of different animal species and on human
lungs (for example, to determine the allergenic potential
of chemicals and pharmaceuticals)

— Development of pulmonary inflammation models in non-
human primates (in collaboration with the German Primate
Center in Goéttingen, Germany)

— Further development of animal models of chronic obstructive
pulmonary disease (COPD), asthma, and lung infections for
drug development

— Generation of exposure atmospheres with different allergens
for clinical trials of specific immunotherapy in the Fraunhofer
Environmental Challenge Chamber

— Identification of novel biomarkers in exhaled breath for
diagnosis and treatment monitoring of respiratory diseases

— Development of novel biomarkers (ncRNA) for chronic
obstructive airway diseases

—Imaging techniques (MRI, CT, and PET) for use in clinical
research on effects

— Aerosols in medical device technology: development and
qualification of innovative inhalation technologies

— Use of nanoparticles for therapeutic purposes, for example
as delivery vehicles of therapeutic antibodies

— Development and validation of robust platform technologies
for producing biopharmaceutical active ingredients based on
recombinant antibodies and nucleic acids
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ADVISORY BOARD

The advisory boards of the individual Fraunhofer institutes act
as purely advisory bodies to their institute’s management. The
members come from academia, industry, and government
agencies. In 2011, the Board of the Fraunhofer ITEM was
made up of the following members:

Dr. Eckhard von Keutz

Chairman of the Advisory Board

Senior Vice President, Global Head Early Development,
Bayer HealthCare AG

Professor Dr. Dieter Bitter-Suermann

Deputy Chairman of the Advisory Board

President and member of the Presidential Council responsible
for the Division of Research and Teaching of the Hannover
Medical School

Professor Dr. Helmut Blome

Director, Institute for Occupational Safety and Health of the
German Institutions for Statutory Accident Insurance and
Prevention

Dr. Ulrich Deschl
Head of Nonclinical Drug Safety,
Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG

Professor Dr. Paul-Georg Germann
Senior Vice President, Nycomed GmbH

Professor Dr. Thomas Jung
Translational Medicine Head European Union, Novartis Pharma AG

Dr. Giinther Karmann
Managing Director, Karmann Consulting GmbH
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Dr. Martin Kayser
Senior Vice President, Head of the Department of
Product Safety, Regulations, Toxicology and Ecology, BASF AG

Professor Dr. Hillel S. Koren

Managing Director, Environmental Health, LLC,
former Director Human Studies Division,

United States Environmental Protection Agency,
Research Professor Carolina Environmental Program,
The University of Carolina at Chapel Hill, USA

Professor Dr. Reinhard Pabst
Lower Saxony Senior Research Professor of Immunomorphology,
Hannover Medical School

Professor Dr. Klaus F. Rabe

Head of Pneumology, Medical Director and Medical Executive
Director, Grosshansdorf Hospital,

Internal Medicine — Pulmonology, Christian Albrechts University
of Kiel

Professor Dr. Gerhard Schliiter
Consultant in Toxicology,
former Global Head Toxicology, Bayer HealthCare AG

Ministerialrat Dr. Hans Schroeder
Head of Division for Science and Economy, EU Structural Funds,
Lower Saxony Ministry for Science and Culture

Dr. Thor A. Voigt

Head of Global Clinical Operations, Biometrics &
Data Management,

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG



STAFF AND INSTITUTE BUDGET PERFORMANCE

At the end of 2011, 263 people were employed at the
Fraunhofer ITEM. The following list gives the numbers of
employees by occupational groups:

91 scientists

69 graduates

79 technical staff

4 Ph. D. students

3 laboratory assistants

5 other assistants

12 apprentices

Staff of the Fraunhofer ITEM
No. of employees

2011 263
2010
2009
2008
0 5|0 ‘I(I)O 1 EIBO 2&)0 2%0 3(|)0

In 2011, the institute budget reached a level of 21.5 million
euros*. Financing by acquired funding amounted to 72 per-
cent. The share of industrial income in the institute’s budget
was approximately 34 percent — with regard to the Hannover
facility it was approximately 42 percent. Investments of the
Fraunhofer ITEM amounted to approximately 3.1 million euros.

Total budget of the Fraunhofer ITEM

In million euros

2011 24.6
2010
2009
2008
0 é 1IO ‘I|5 2|0 2|5

M Investments

B Operating budget

Sponsors and external income of the Fraunhofer ITEM

In million euros

2011 //%0.6 17.2
2010
2009
2008
0 5I 1I0 ‘II5 2|0

M Industry and commercial associations
M Public sector

7 1.6 million euros project-financed investments at the
institute’s Braunschweig facility

M Other

* preliminary figures, valid at the time of printing



FRAUNHOFER ITEM ORGANIZATIONAL CHART

INSTITUTE DIRECTORS
Prof. Dr. Dr. U. Heinrich (Executive Director)
Prof. Dr. N. Krug

Quality Assurance: Dr. |. Fleischhauer

Administration: S. Reichert
Information Technology: Dr. G. Spiekermann
Facility Management: L. lllichmann

Library: C. Jurgens EXECUTIVE COMMITTEE

Marketing/PR: Dr. F. Drenk, Dr. C. Nastevska, K. Neubert

Institute Directors and Division Directors

Inhalation Toxicology
Dr. O. Creutzenberg
Dr. B. Bellmann

Regulatory and
General Toxicology
Dr. R. Fuhst

Reproductive Toxicology
Dr. J. Buschmann

Clinical Chemistry and ADME
Dr. T. Hansen

Pathology
Priv.-Doz. Dr. S. Rittinghausen

Genetic and
In Vitro Toxicology
Dr. C. Ziemann, Dr. J. Knebel

Mechanistic Toxicology
Dr. R. Halter
Dr. M. Niehof

Animal Laboratory
Dr. T. Tillmann
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Clinical Airway Research
Prof. Dr. J. Hohlfeld
Dr. P. Badorrek

Development of Clinical Methods
Dr. O. Holz

Clinical Pharmacology
Prof. Dr. J. Frélich

Airway Immunology
Prof. Dr. A. Braun

Biomarkers and Infection
Dr. M. Mller

Airway Pharmacology
Dr. H.-G. Hoymann

Immunopharmacology and
Immunotoxicology
Dr. K. Sewald

Quality Control
Dr. L. Baydoun
Dr. I. Oltmann-Norden

Cell Culturing Techniques
Dr. V. Hecht
Dr. S. Duvar
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NEWS IN 2011

Groundbreaking for the new center for
early-phase clinical trials

On May 5, 2011, the first sod was turned for the new
Clinical Research Center Hannover (CRC Hannover), which
is being set up on the grounds of the Fraunhofer ITEM.
According to Professor Uwe Heinrich, Executive Director of
the Fraunhofer ITEM, this new center for early-phase clinical
studies will make it possible to translate research results
quickly into novel medications and diagnostic methods. The

CRC Hannover is being established as a joint venture with
two strong partners: the nearby Hannover Medical School and the Helmholtz Center for Infection Research. As of fall 2013,
new medications that have not yet been approved by the authorities for commercial use are planned to be tested for safety
(phase-I trials) and efficacy (phase-lla trials) in the new study center. Sixty beds will be available for this, as well as the neces-
sary infrastructure for research and clinical trials.

—

German Center for Lung Research has come

on stream

The Fraunhofer ITEM is participating in the German Center
for Lung Research (DZL). This new Germany-wide alliance
of six excellent universities and non-university research
institutions took up its activities in 2011. In addition to
Hannover, institutions at four other locations in Germany
are participating. Their

aim is to expedite DZL
Deutsches Zentrum

the development of
: fiir Lungenforschung

effective therapies, in
particular for treating
chronic diseases of the lung. The Fraunhofer ITEM will be
involved above all in the research on asthma and allergies
and on chronic bronchitis (COPD). In these fields, the insti-
tute is bringing in many years of experience in research and
clinical trials.
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In-vitro test system patented

A new technology allows the response of lung cells to
airborne substances — pollutants as well as pharmaceuti-
cals — to be observed in real time. The culturing and
exposure system PR.I.T.® ALl, which was developed at the
Fraunhofer ITEM, was patented in 2011. Using this new
system, scientists can culture different cells from the
respiratory tract or tissue
cultures on specifically
designed multi-well plates
with standardized dimen-
sions, subsequently expose
them to test atmospheres at
the air/liquid interface, and
analyze the biological effects of the treatment — already
during the exposure. Such on-line monitoring opens up
new possibilities of recognizing biological effects of sub-
stances.




Fraunhofer Medal awarded

On March 31, 2011, about 200 guests from academia,
government, and industry celebrated the 10" anniversary
and excellent progress of the Fraunhofer Group for Life
Sciences. The Executive Board of the Fraunhofer-Gesellschaft
awarded the Fraunhofer Medal to Professor Uwe Heinrich
for his founding, developing, and 10 years of successfully
chairing this group which has led the life sciences under
the Fraunhofer umbrella brand to national and inter-
national prominence. Professor Ulrich Buller, Senior Vice
President for Research Planning, presented the medal to
Uwe Heinrich with words of praise: “Professor Heinrich’s
representation of the group has been to the Executive
Board’s perfect satisfaction.” The Group for Life Sciences
was the latest and smallest Fraunhofer group to be
established, but in the meantime has reached a staff of

1200 employees from six Fraunhofer institutes.

Charity book sale

In 2011, like every year, the institute’s
library was rather crowded just before
Christmas. This was due to the well-
established charity book sale, for which
the institute’s staff donate books they no
longer want to keep and — in exchange
for a small donation — can take home
other books contributed by their col-
leagues. The total proceeds of this book
sale, amounting to 485 euros this year,
were donated to the street magazine
“Asphalt”, which supports homeless
people in the area.

"Nobel prize in cancer research”
In 2011, the renowned Dr. Josef
Steiner Prize, also referred to as
“Nobel prize in cancer research”,
was awarded to Professor Christoph
Klein. He received the prize for his
basic research into the spreading of
cancer cells and the formation of

metastases. Since mid-2011, Pro-
fessor Klein has been setting up the newly founded
Fraunhofer Project Group in Regensburg, which is
assigned to the Fraunhofer ITEM in Hannover.

Braunschweig: Pharmaceutical Biotechnology in new facilities

The staff of the Fraunhofer ITEM Division of Pharmaceutical Biotechnology
are happy with their new facilities on the Braunschweig campus of the Helm-
holtz Center for Infection Research. The approximately 50 employees, who

in the past were dispersed across four different buildings, now finally benefit
from short distances. Besides a 700-square-meter floor providing office and
meeting space, they now have at their disposal two and a half floors with a
total of about 2000 square meters of laboratories and pilot plants for process
development and scale-up plus 600 square meters with clean rooms of classes
D and C for GMP manufacture of biopharmaceutical active ingredients by
means of microorganisms and animal cells. In addition, the existing clean-

room area has been enlarged
by a class-B clean room, where
investigational medicinal prod-
ucts can now be manufactured
and filled into vials and am-
poules under sterile conditions.









DRUG RESEARCH, DRUG DE
AND MEDICAL BIOTECHNO

100

101

With the competences pooled in this business unit, we support our clients in all
phases of the drug development process: from lead discovery and optimization
via pre-clinical selection and testing of candidate drugs to clinical trials (see
business unit Clinical Airway Research, page 116). Furthermore, this business
unit includes the biotechnological manufacture of biopharmaceuticals.

A broad range of in-vitro test methods can be used both as screening systems in
early phases of drug development and for target validation and efficacy testing.
The selection of cellular test systems for individual studies is based on a variety
of criteria, including relevance of the species, the organ, and the active ingredient,
selection of the endpoints to be analyzed, and other requirements. In the con-
text of pre-clinical candidate selection, standard genotoxicity tests and in-vitro
ADME studies (e.g. CYP profiling, CYP inhibition, and CYP induction) are per-
formed according to international regulatory guidelines (OECD, EMA, FDA). A
broad spectrum of molecular biological and biochemical methods is available to
detect unwanted side effects of pharmacological agents already at an early stage
of drug development and to find mechanistic explanations for these.

Safety testing of biopharmaceuticals, such as human recombinant antibodies,
requires special test systems to allow for unwanted immunological effects to be
detected and ruled out with the greatest certainty possible prior to first trials in
man. To this end, experimental approaches which reflect possible immunological
responses of the human organism as accurately as possible are developed at the
Fraunhofer ITEM. The use of viable lung slices, for example, enables species
comparisons via monkeys even up to humans.



For pharmaceutical testing and other research issues in-vivo studies continue

to be mandatory and required by legislation. The Fraunhofer ITEM offers the

following investigations:

— Toxicity studies in rodents and non-rodents

— Toxicity studies in juvenile animals (juvenile toxicology)

— Toxico- and pharmacokinetics studies

— Investigations to detect subchronic and chronic toxic effects

— Identification of carcinogenic, teratogenic, or mutagenic effects

— Safety-pharmacological studies

— Use of imaging techniques, such as micro-computed tomography and optical
imaging, to demonstrate target binding and the treatment success of novel
pharmaceuticals

— Transgenic mouse models (adenocarcinomata of the lung and liver) and
murine infection models for target validation and efficacy studies

— Investigations in asthma, allergy, inflammation, and infection models

— Studies on the measurement of lung function parameters in rodents (invasive
and non-invasive)

Both in-vitro and in-vivo studies are conducted in compliance with the appli-
cable GLP guidelines. In addition to experimental studies, the Fraunhofer ITEM
offers its clients assistance in meeting the requirements of the pharmaceutical
registration process, including the necessary documentation.

In the area of biotechnology, the Fraunhofer ITEM develops and validates
manufacturing processes for active biopharmaceutical ingredients. These can
be manufactured for pre-clinical and clinical trials according to GMP quality
standards, whenever required. The range of active ingredients that can be
produced includes proteins, glycoproteins, antibodies, nucleic acids, virus-like
particles, and bacteriophages. There is already a great demand for GMP-grade
therapeutic antibodies, and a similar situation is foreseeable for nucleic acids.
Robust platform technologies that enable GMP manufacture of these com-
pounds are being developed at the Fraunhofer ITEM.
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MANUFACTURE OF BIOPHARMACEUTICALS
USING ALTERNATIVE, TIME-SAVING METHODS

The percentage of biopharmaceutical active ingredients in

medicinal products has been rising steadily. Among these
SUMMARY are complex glycosylated proteins such as EPO and, to an
increasing degree over the past few years, recombinant

In the registration and authorization of novel biopharma- antibodies.

ceuticals, the pharmaceutical industry has to meet stringent

time and cost targets. They are often the decisive factors For stable production of glycoproteins the mammalian cell line
for a project to be successful. Traditional methods for the CHO (Chinese Hamster Ovary) is being used almost exclusively
manufacture of production cell lines are based on random at present. The key factor for the economic efficiency of a
integration of the target gene into the genome. This is a manufacturing process is that a high, predictable, specific, and
very time-consuming process that can take up to 18 months. stable expression of the recombinant target proteins can be
Aiming to reduce the time required for the development achieved. The productivity of a cell depends, among other

of cell lines, scientists of the Fraunhofer ITEM Division of things, on the vector construct and the gene to be inserted,
Pharmaceutical Biotechnology have developed an alternative referred to as the “gene of interest” (GOI). Furthermore, the
strategy. They use a targeted recombinase-mediated cassette number of integrants and the site of integration (locus) of the
exchange (RMCE) that spawns a robust and stably producing transgene also play a role.

production cell line within six weeks.
Traditional method - random gene integration

Traditional methods for the development of stable cell lines are
often based on random integration of the GOl into the cell’s
genome. This results in differences in the expression behavior
of the individual clones. The integration locus and its environ-
ment and the number of integrants, however, have a crucial
impact on the expression level and stability. The establishment
of production cell lines with satisfactory production behavior,
therefore, is often linked to a time- and cost-intensive search
for a suitable cell clone. The drawback of the traditional method
for cell line development lies in the fact that the screening

for a highly expressing clone has to be repeated for each new
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protein and that due to the random integration the result is
neither predictable nor can it be standardized.

To avoid the necessity of having to create yet another cell line
with specific properties for each new protein, the scientists
have chosen a new route that seems to bear great potential:
they are trying to integrate the GOl in a targeted manner and
also exchangeably into a transcriptionally active chromosomal
locus. This strategy has the enormous advantage of introducing
a single copy of each GOI into the same chromosomal envi-
ronment, resulting in comparable expression levels and high
reproducibility. In addition, the time required to establish a
new production cell line can be reduced from approximately
70 weeks to only six weeks.

New method - targeted recombinase-mediated cassette
exchange

Targeted integration of a transgene into a known genomic
locus is achieved by recombinase-mediated cassette exchange
(RMCE). This method makes use of an Flp recombinase’s prop-
erty of binding to specific recognition sequences, the FRT
binding sites, and inducing DNA exchange between homol-
ogous FRT sequences. For RMCE, the FRT sequences were
modified such that efficient recombination will take place only
between identical recognition sequences, while FRT sites with
diverging sequences will not recombine or with only little effi-
ciency. This RMCE technique is based on two tiers: tagging and
targeting. The tagging consists in a marking of the genomic locus.

Fig. 1: Principle of recombinase-mediated cassette exchange (RMCE).

A tagging plasmid carries two different FRT recognition sites: the wild-type FRT sequence and the mutated F5-FRT sequence. A pro-
moter (P) controls the transcription of a marker. This marker enables the screening and selection of cells which include this construct. Next to
the F5-FRT sequence, there is a shortened neomycin gene, so that cells carrying this tagging plasmid will be responsive to the antibiotic neo-
mycin (G418). The cassette exchange requires a targeting plasmid which carries the gene to be inserted (GOI) and the same FRT sequences
as the tagging plasmid. In addition, an IRES element (Internal Ribosomal Entry Site) is used to control transcription of the neomycin gene,
whose missing start codon (ATG) is also included in the targeting plasmid. The cassette exchange is then induced by exogenous addi-
tion of Flp recombinase. The resulting construct in the cells will finally include the promoter, the GOI, the IRES element, and a complete
neomycin gene, resulting in resistance to neomycin of the cells thus modified.

Selection marker G418°

Tagging plasmid
Flp

Targeting plasmid

Resulting cassette in
the genome
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This means that two different and incompatible FRT recogni-
tion sites are inserted into the genome in combination with

a selection marker. At the locus thus marked, a cassette ex-
change is then performed. The DNA region flanked by FRT
sequences is replaced by a target vector (targeting plasmid) at
the marked locus. This reaction is catalyzed by Flp recombinase.

The RMCE can be further refined by completing a shortened
version of a selection marker in the tagging plasmid through
an exchange with the target plasmid. This provides a selection
method which signals successful targeting (Fig. 1).

Results

Different types of tagging plasmids were used to search for
cell clones with stable and high productivity and with only a
single integrant. The scientists found clones expressing up to
7 pg of a recombinant protein per cell and day. Compared to
the traditional systems used for cell line development this is an
excellent value, all the more since it was achieved with only a
single copy in the genome. As test system, the scientists used
a recombinant mouse antibody (IgG2a), and with this they
were able to demonstrate that the method is basically func-
tional in CHO cells.

Further investigations with other recombinant proteins such
as interleukins or kinases are planned, so as to enable predic-
tion of expression properties and finally develop strategies for
an improvement of the genomic loci and expression levels.
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EPIGENETIC MECHANISMS IN
LUNG CANCER CELLS

SUMMARY

Besides genetic aberrations, misdirected epigenetic regula-
tion has been implicated in the development of diseases,
notably cancer. Epigenetic regulation, however, is complex,
involving the interplay of major effectors including nucleo-
some positioning, DNA methylation, and histone variants.
Scientists of the Fraunhofer ITEM are striving to understand
this complex interplay. A panel of molecular methods have
been established to enable investigation of genetic and epi-
genetic mechanisms that play a role in disease development
and after exposure to environmental pollutants.

Epigenetic events are heritable changes in gene expression
without alterations in the primary DNA sequence. They are im-
portant in normal development and differentiation, but when
misdirected can lead to diseases. A well-known phenomenon
in cancer is aberrant DNA methylation, resulting in epigenetic
gene silencing. In contrast to genetic alterations, epigenetic
processes resulting in gene silencing can be reversed. Epige-
netic regulation is highly complex, involving the interplay of
major effectors including nucleosome positioning, DNA
methylation, histone variants, histone modifications, and
non-coding RNAs. How these effectors interact with each
other to affect gene expression remains unclear. Thus, know-
ing exactly what types of epigenetic mechanisms are in place
is crucial for diagnosis and therapy.

Our DNA is packaged into a complex nucleoprotein structure
in the nucleus of a cell, referred to as chromatin, and the basic
repeating unit of chromatin is known as nucleosome. Each
nucleosome consists of an octameric histone core, around
which a DNA fragment of approximately 147 base pairs is
wrapped. To better understand epigenetic mechanisms, espe-
cially those affecting chromatin packaging in lung cancer,
Fraunhofer ITEM scientists analyzed the promoter region of
the tumor suppressor gene Cadm1 in different mouse lung
cancer progenitor cell lines (1). They have shown previously
that these lung cancer cell lines exhibit Cadm7 promoter
hypermethylation associated with transcriptional repression (2).
Different from normal lung, silenced promoters of lung cancer
cells displayed tight chromatin packaging, preventing remodel-
ing and binding of proteins necessary for gene activation.
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Fig. 2: Epigenetic silencing landscape in the Cadm1 promoter region in mouse lung cancer cells.

(A) Promoter hypermethylation in different clones after bisulfite sequencing.

(B) Predicted nucleosome positions along the promoter region.

(C) Methylation pattern after DNA methyltransferase-based single-molecule chromatin mapping to show nucleosome occupancy.
(D) Chromatin immunoprecipitation (ChlIP) to identify the presence of histone variants and histone modifications that would affect
nucleosome positioning.
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More important, lung cancer cells exhibited not only one but

multiple key players of silencing, and this can vary in single
promoters within and among different lung cancer cell lines.

At the Fraunhofer ITEM, molecular tools and know-how are
available to identify both genetic and epigenetic mechanisms
associated with disease and occurring after environmental
exposures. These include:

— Detection of DNA polymorphisms, mutations, and other
genetic aberrations by capillary sequencing, denaturing
high-performance liquid chromatography (DHPLC), and
PCR-RFLPs

— Identification of aberrant DNA methylation patterns using
bisulfite-treated genomic DNA, for example, by bisulfite
sequencing

— Single-molecule chromatin mapping with DNA methyltrans-
ferases to investigate nucleosome occupancy and occlusion
of transcription binding sites

— Micrococcal nuclease (MNase) chromatin analysis coupled
with sequencing to determine changes in nucleosome
positioning

— Chromatin immunoprecipitation (ChIP) with histone variants
and histone modifications to detect changes in nucleosome
stability and positioning

— Assays with epigenetic drugs such as 5-aza-2'-deoxycytidine,
a DNA methyltransferase inhibitor

References
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COPD: CELL CULTURE MODEL FOR

DRUG TESTING

SUMMARY

Continued efforts are being made to develop an appropriate
therapy for chronic obstructive pulmonary disease (COPD).
Drugs that are administered by inhalation and thus are deliv-
ered directly to the site of action are a promising approach.
Efficient development of such medications requires in-vitro
cell culture systems. Scientists at the Fraunhofer ITEM have
established a model of bronchial epithelium that enables
simulation of the chronic inflammatory response as it occurs
in COPD. It allows the absorption of drug substances to be
investigated in human bronchial epithelium.
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Background

For numerous respiratory diseases, there continues to be a
need for improved or tailored medications. This holds true,
for example, for chronic obstructive pulmonary disease
(COPD). Even though this is a highly prevalent disorder, there
is still no therapy that can stop its progression. A very promis-
ing approach is the use of medications that are administered
by inhalation and are thus delivered directly to the site of ac-
tion. To enable cost-effective and fast development of such
medications, in-vitro models mimicking the airways and their
inflammatory processes are required. At the Fraunhofer ITEM,
such a model has been developed based on the human bron-
chial epithelial cell line Calu-3.

The Calu-3 cell line is a well characterized model of the lower
airway epithelium, and it is frequently used to investigate ab-
sorption and transport of pharmaceutical agents in bronchial
epithelium. In patients with COPD, however, the properties of
the epithelial cells might be substantially altered as a result of
the chronic inflammatory process that is the hallmark of this
disease. The aim of this project, therefore, was to develop a
Calu-3-based cell culture model that would reflect the chronic
inflammatory process in the bronchial epithelium. In addition,
the influence of surfactant on the absorption of pharmaceuti-
cal agents was to be studied.



Method

Calu-3 cells were cultured on permeable filter inserts, either

at the air/liquid interface (air-interfaced culture, AIC) or under
conventional culturing conditions (liquid-covered culture, LCC).
The integrity of cell-cell junctions (tight junctions) was moni-
tored by measuring the transepithelial electrical resistance (TEER).
As cell-specific synthetic activity, mucin release over the culture
duration was quantified. By adding lipopolysaccharide (LPS) an
inflammatory response was induced in the Calu-3 cells, which
was demonstrated by means of IL-6 and IL-8 release. As anti-
inflammatory model substances three different signal trans-
duction inhibitors were applied: SB 203580, a p38 MAPK in-
hibitor; TPCA-1, an inhibitor of IKK-2 kinase and thus of the
NFkB signaling pathway; and AS252424, a phosphoinositide
3-kinase inhibitor. Different concentrations of the signal trans-
duction inhibitors were added to the apical compartment of
the cell cultures to determine the mean inhibitory concentra-
tion (ICsp) necessary to curb the LPS-induced IL-6 and IL-8
release.

Results

The TEER, which is a measure of the tightness of tight junc-
tions, was higher under LCC conditions throughout the
culture duration (2 weeks). The highest TEER values were
measured on day 11.

In non-stimulated cultures under AIC conditions, IL-6 release
was considerably lower than IL-8 release, while cells in AIC
produced significantly more IL-8 than cells in LCC at all investi-
gated time points. Adding LPS allowed a reproducible, dose-
dependent increase in IL-6 and IL-8 release to be induced.

As this effect was more pronounced under LCC conditions,
all further experiments were conducted in LCC.

Fig. 1: Inhibition of the release of inflammatory
cytokines IL-6 (A) and IL-8 (B) by adding increasing
concentrations of TPCA-1, an inhibitor of IKK-2
kinase and thus of the NFkB signaling pathway.
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The MAPK inhibitor SB 203580 inhibited LPS-stimulated IL-6
release (ICso: 0.7 pM), but did not affect the release of IL-8.
TPCA-1, an inhibitor of the NFkB signaling pathway, inhibited
the release of both interleukins (Fig. 1) with ICs, values of

1.2 uM (IL-6) and 1.7 uM (IL-8). In contrast, the phosphoino-
sitide 3-kinase inhibitor AS252424 had no impact on the two
cytokines that were measured. Simultaneous addition of lung
surfactant (Curosurf®) resulted in neutralization of the inhibitory
effect of TPCA-1 and SB 203580.

Conclusion

Calu-3 cells can be used as an in-vitro model of the bronchial
epithelium in COPD patients, offering the possibility to mimic
the chronic inflammatory response. This cell culture model
represents a promising screening system for inhalation medi-
cations. As was demonstrated by way of the examples of
TPCA-1 and SB 203580, the absorption behavior of pharma-
ceutical agents can be strikingly different in the presence of
lung surfactant. Pulmonary in-vitro models, therefore, should
take into account the influence of surfactant.

This project was funded under the Johnson & Johnson
“Exploratory Healthcare Research Program™.

110 1 111

CONTACT

Dr. med. vet. Tanja Hansen
Phone +49 511 5350-226
tanja.hansen@item.fraunhofer.de



WGA-Alexa633

Project Report

SUMMARY

Sepsis — colloquially also referred to as “blood poisoning” —
is the third leading cause of death in Germany. A patient
with sepsis immediately receives treatment with a broad-
spectrum antibiotic, a therapy that is not always optimal.
Broad-spectrum antibiotics are used in this case, because
considerable time is required to identify the causative patho-
gens and their possible antibiotic resistances, and this delay
in the onset of treatment would increase the threat to the
patient’s life. In the collaborative project “Aeskulap”, scien-
tists of the Fraunhofer institutes FIT, IMPS, ILT, and ITEM are
developing a technology that will allow faster identification
of pathogens and quicker testing for resistances — to enable
rapid and safe treatment of sepsis patients in the future.
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Traditionally, to confirm sepsis and identify the causative agents
cell cultures are prepared from blood samples — a method that
requires considerable time, and time is critical in the treatment
of sepsis. In the joint research project “Aeskulap”, scientists of
the Fraunhofer institutes FIT, IMPS, ILT, and ITEM are now striv-
ing to develop a faster diagnostic method. They first want to
stain the pathogens with different colors by using specific anti-
bodies and then sort them with a microfluidic separation system.
The bacteria subsequently are to be grown under optimized
culturing conditions and shall then be tested for their sensitivity
to antibiotics. The culturing process is planned to be complete
within six hours maximum. Up to now, this culture has been
the most time-consuming step, and the aim is to shorten this
process, so as to considerably speed up the identification of the
infectious agent and of its possible resistances to antibiotics —
and to eventually enable targeted treatment of the patient with
selected antibiotics.

1 Antibody staining of the Gram-positive pathogen Staphylococcus
aureus. Comparison of different microscopic images shows that this

staining method specifically stains all bacteria on the prepared slide.
From left to right: fluorescence staining with Alexa 633, transmitted
light image for comparison, and finally an overlay of the fluorescence

image and the transmitted light image.
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Search for specific antibodies against the causative
agents of sepsis

The Fraunhofer ITEM scientists first selected a variety of patho-
gens that cause more than 95 percent of all cases of sepsis:
Gram-positive germs of the species Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, and
Enterococcus faecalis, and Gram-negative agents such as
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, and Klebsiella
pneumoniae. Pure cultures of these clinically relevant patho-
gens were started under S2 conditions in the Fraunhofer ITEM
safety lab, and these were used for all subsequent investiga-
tions.

To make sure the pathogens can be reliably diagnosed, the sci-
entists want to stain them with specific antibodies that will en-
able their unequivocal identification in a fluidic sorter. To this
end, experiments with staining protocols that allow pathogens
to be stained without compromising their subsequent viability
have been conducted, to enable performance of the intended
ensuing cultures. For the staining, commercially available anti-
bodies were selected and tested for specificity. To ensure prop-
er functioning of the sorter, the selected antibodies must rec-
ognize exclusively the target organism and must not (or only
to a low degree) bind to other species of bacteria. This is a
problem with many antibodies, because their general experi-
mental use frequently does not require precise specificity
testing. Therefore, all antibodies used in the “Aeskulap”
project have to be subjected to comprehensive testing.
Whether or not a stain is specific and marks exclusively the
desired pathogen is being verified both by flow cytometry

and laser scanning microscopy.
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Up to now, the scientists have found a specifically staining
antibody against Staphylococcus aureus, whose specificity
they were able to demonstrate both by flow cytometry and
microscopy (Fig. 1). This antibody binds exclusively to the target
organism and leaves other bacteria such as Pseudomonas
aeruginosa unstained. Furthermore, differentiation between
Gram-positive and Gram-negative pathogens according to
their surface characteristics by means of fluorescence-coupled
staining could be demonstrated. Viability of the investigated
bacteria, and thus their growth kinetics, was not affected by
the antibodies and staining methods used. This is an important
prerequisite to enable establishment of valid antibiotic testing
in the subsequent culture. The possibility to quickly test anti-
biotics in microformat is another essential precondition for an
acceleration of the entire process.

Outlook

By demonstrating the specificity of a particular staining protocol
and uncompromised viability of the bacteria after the staining
process, an important step in the development of the micro-
fluidic sorter has been successfully accomplished. The tasks

to be tackled in the near future include miniaturization of the
bacterial culturing conditions and validation of the testing for
antibiotic resistances in miniaturized format.
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Business Unit 1

PROJECT OVERVIEW

Immunotoxicological
evaluation of metals

Efficacy of biopharmaceutical
drugs in primates

Evaluation of the toxicity
of airborne pollutants in
precision-cut lung slices

Drug testing in mouse and
rat asthma models including
lung function measurements

Drug testing in infection
models

Drug testing in mouse and
rat models of LPS-induced
inflammation

Testing of plant-based drugs
in models of inflammation

In-vitro testing of plant-based
drugs

Development of a cell culture
model to test drugs for COPD
treatment

In-vivo and ex-vivo imaging
of the immune response by
2-photon microscopy

Safety pharmacology of
the lung

Testing of bronchodilator
drugs

Pulmonary effects of
nanoparticles

Detection of infectious agents
in blood samples and on
medical equipment

Tumor therapy by using
supply-independent
implantable micro-dosing
systems (TUDQOS)

Development of a platform
for GMP-grade manufacture
of recombinant antibodies
based on microbial cultures
and mammalian cell cultures

Development of a platform
for GMP-grade manufacture
of nucleic acids/DNA-based
agents

Operation of a clean-room
unit for aseptic fill and finish
of investigational medicinal
products based on infusion
solutions

GMP-compliant manufacture
of investigational provocation
substances for use in clinical
trials in the Department of
Clinical Airway Research

Development of a GMP-
compliant manufacturing
process for fungal cell banks
based on spore suspensions
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Clinical studies to test the efficacy of new pharma-

ceuticals, to develop novel biomarkers, and to assess
the potential hazards of pollutants in the air are
conducted in the business unit Clinical Airway Re-
search. In this field, the Fraunhofer ITEM closely co-
operates with the Hannover Medical School as well as
with industry and different research institutions.

Clinical studies are a major focus of work in this
business unit. According to the guidelines of Good
Clinical Practice (GCP), clinical trials with volunteers
and patients to evaluate the efficacy and safety of
new anti-obstructive and anti-allergic drugs are car-
ried out, with the main emphasis being placed on
the design and conduct of early-phase clinical trials
(phases | and Il). The efficacy of new anti-allergic
drugs in patients with hay fever can be tested in
the Fraunhofer Environmental Challenge Chamber
(Fraunhofer ECC), a grass pollen exposure room that
provides controlled allergen challenge conditions
and is operated in cooperation with the Department
of Aerosol Technology. To test the efficacy of a spe-
cific immunotherapy, test subjects are also exposed
to house dust mite allergens in the Fraunhofer ECC.
Due to the universal patented aerosol generation



technology, it will also be possible in the future to

conduct tests with other allergens, such as cat dander
or birch pollen. Another focus of the clinical research
activities is on bronchoscopic examinations after in-
halation or instillation of allergens, endotoxin, or
pharmaceuticals. Only few institutions worldwide
have at their disposal comparable expertise and
technical facilities.

Under a special research program (SFB 587: “Immune
Reactions of the Lung in Infection and Allergy”)
sponsored by the German Research Foundation (DFG)
and within the German Center for Lung Research,
clinical research projects are conducted in this busi-
ness unit to investigate the pathomechanisms of the
allergic inflammation in the lung and to develop
novel biomarkers.

Cutting-edge technology and high professional ex-
pertise are the outstanding features of this business
unit. Its current core competencies include research
methods of respiratory medicine and allergology,
clinical drug trials for the indications allergy, asthma,
and COPD, as well as aerosol process technology and
aerosol analytics.
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CLINICAL AIRWAY RESEARCH

Project Report

UNIVERSAL ALLERGEN CHALLENGE METHOD
VALIDATED IN THE FRAUNHOFER ECC

SUMMARY

Fraunhofer researchers have developed a universal nasal
challenge method that is independent of the allergen used.
They reconstituted licensed allergen extracts in appropriate
lactose solutions and aerosolized these by a technique re-
ferred to as spray drying for subsequent use in studies with
volunteers. The efficacy and safety of this novel challenge
method was demonstrated in a clinical study with 18 patients
suffering from house dust mite allergy and presenting symp-
toms of perennial allergic rhinitis.
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The prevalence of allergic conditions is increasing worldwide.
A very important form of treatment is specific immunotherapy
aimed at tolerance development. The testing of novel specific
immunotherapeutics under ambient conditions in allergic pa-
tients is often hampered by the variability of the allergen season
and of allergen concentrations in the environment. Develop-
ment of a universal allergen challenge method in the Fraunhofer
Environmental Challenge Chamber (Fraunhofer ECC) could
substantially contribute to standardizing allergen challenge
and accelerating drug development. The allergen used for the
challenge would then be exchangeable and could be selected
specifically for the immunotherapy under investigation.

Allergen lyophilisate is aerosolized by spray drying

By means of spray drying, a solution of a licensed, commercially
available allergen lyophilisate is aerosolized in a 10% lactose
solution used as excipient. This technique generates aerosol
particles with a size larger than 10 pm, which are deposited
preferably in the nose and not in the lung. The desired allergen
concentration in the 47-m? challenge chamber is controlled
from outside the chamber via an infusion pump. Besides the
size distribution of particle mass, the temperature, relative hu-
midity and air exchange rate, the particle count is continuously
monitored. By means of an established filter sampling procedure
the total mass concentration of the aerosol is determined, and
the allergen content of the aerosol is measured by ELISA.



Efficacy and safety of the challenge method shown
in a clinical study

Aiming to validate this challenge method for future drug trials,
a single-blind, placebo-controlled clinical study was performed,
partly funded by the company Allergopharma. Eighteen patients
with dust mite allergy underwent exposure in the Fraunhofer
ECC. For four hours each on five occasions, with intervals of
at least one week in between, they were exposed to three
common real-life concentrations (250-1000 SQ-E/m3) of the
house dust mite allergen Der-p1, a repetition of an already
known Der-p1 concentration, or 10% lactose solution as pla-
cebo. The severity of symptoms was graded by means of
a symptom score (itchy nose, nose running, sneezing, and
nasal congestion), and the amount of nasal secretion was

measured. As a safety parameter, the lung function of the test

subjects was monitored regularly.

Allergen concentrations and particle sizes were constant

throughout the exposure duration. The allergen particles gen-

erated with the spray-drying method had a diameter of 13 um.

Only 11 percent of these allergen particles were smaller than

10 pm in size. Pulmonary side effects were not induced. Anal-

ysis of the nasal symptom score showed that

1. all allergen concentrations used caused similar degrees of
symptoms in the target organ, the nose,

2. symptoms were reproducible when using the same allergen
concentration, and

3. the score differed significantly from the placebo group.

A dose-response relationship, however, could not be estab-

lished by means of the allergen concentrations used in the

pilot study.

1 During the challenge

studies in the Fraunhofer
ECC, the lung function
of the test subjects is
monitored regularly by

the medical staff.

Conclusion

The new challenge method is effective and safe. It provides a
very good basis for using this challenge method in clinical trials
with well-controlled allergen exposure.

CONTACT

Katrin Ler
Phone +49 511 5350-621
katrin.lueer@item.fraunhofer.de



CLINICAL AIRWAY RESEARCH

Project Report

REPRODUCIBLE INFLAMMATORY RESPONSE
AFTER SEGMENTAL ENDOTOXIN CHALLENGE
IN HEALTHY VOLUNTEERS

SUMMARY

Proof of concept studies that use challenges with an
inflammatory stimulus are a hallmark in early clinical drug
development of anti-inflammatory compounds. Segmental
lipopolysaccharide (LPS) challenge can be used to induce
airway inflammation in healthy subjects. It allows the pre-
cise administration of LPS to a specific lung region and
vehicle challenge of a different segment within the same
individual. The response to LPS may vary between and
within individuals, an important fact that should be taken

into consideration in the design of clinical trials. Therefore,
the aim of this study was to assess intra- and inter-individ-
ual variability of the inflammatory response to LPS at two
different time points after the challenge. We observed the
maximum cytokine response at 6 hours, while the cellular
influx of neutrophils and monocytes was more pronounced
24 hours post LPS challenge. The segmental LPS challenge
model was shown to be suited for proof of concept studies
with airway neutrophilia as primary endpoint, as suggested
by a repeatable >50-fold increase in neutrophils 24 hours
post challenge.
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Introduction

There is an unmet need for novel anti-inflammatory drugs for
COPD patients. Proof of concept studies in healthy subjects
are conducted first to avoid disease-related variability

and minimize the exposure of humans to a new chemical
compound prior to defining its potential for clinical efficacy.
LPS, a major component of the outer membrane of bacteria,
binds to toll-like receptor 4 (TLR4) and induces an acute in-
flammatory response that resembles the pattern observed

in the chronically inflamed airways of COPD patients. This
response is dominated by an influx of neutrophils and mono-
cytes as well as by an increase in the concentration of pro-
inflammatory cytokines.

In this study, Fraunhofer ITEM scientists assessed the intra- and
inter-individual variability of the inflammatory response to LPS
at two different time points after LPS challenge in order to
further characterize and validate the segmental LPS challenge
model.

Methods

Two cohorts with ten subjects each underwent two segmental
LPS challenges within four weeks. The subjects of both cohorts
underwent baseline bronchoscopy with bronchoalveolar lavage
(BAL) of one segment, instillation of LPS into the right middle
lobe, and instillation of saline into a contralateral lung segment.
The inflammatory response was evaluated in BAL fluid 6 hours
(cohort 1) and 24 hours (cohort 2) post challenge. The systemic
effects of the challenge were evaluated in serum up to 26 hours
post challenge.

Results

The mean percentage and number of neutrophils and mono-
cytes were increased after LPS challenge compared to treat-
ment with saline (Fig. 1 and 2). The increase in inflammatory
cells was reproducible (intraclass correlation coefficient

> 0.65), as was the BAL concentration of MCP-1 6 hours post
challenge and of lactoferrin, GRO-a, and ENA 24 hours post
challenge.
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Fig. 1: Percentage of neutrophils in BAL fluid at baseline and after segmental LPS challenge. The variability of
the response is higher 6 hours (cohort 1) than 24 hours after challenge (cohort 2). Filled symbols: data of the
first challenge. Open symbols: second challenge 4 weeks later. No increase in neutrophils was observed in the

saline-challenged segment.
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MIP-1b were clearly increased after LPS challenge in both co-
horts. Serum CRP was significantly increased the day after LPS
challenge, with higher values in cohort 1 potentially indicating
a response to the baseline BAL procedure. No systemic effects
of LPS were seen for L-selectin and SP-D.
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The segmental LPS challenge model was shown to be suited
for proof of concept studies. By providing comprehensive data
for the intra- and inter-individual variability of the inflammato-
ry response to instilled LPS, the design of future clinical trials
can be improved. Furthermore, the data obtained in this study
will help to choose the appropriate time point for individual
markers. Finally, this study demonstrated a reproducible sys-
temic response with specific kinetics for individual markers,
which will help in the future to monitor the inflammatory re-
sponse after segmental LPS challenge in a less invasive way.



Fig. 2: Percentage of monocytes in BAL fluid at baseline and after segmental LPS challenge. Filled symbols: data
of the first challenge. Open symbols: second challenge 4 weeks later.
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CLINICAL AIRWAY RESEARCH

Project Report

RIBOLUTION: NOVEL BIOMARKERS FOR
DIAGNOSIS AND THERAPY

SUMMARY

With RIBOLUTION — a project of the Fraunhofer-Zukunfts-
stiftung (Fraunhofer Future Foundation) — a cross-disciplinary
research program in the area of molecular diagnostics was
started at the beginning of 2011. Five Fraunhofer institutes,
one of which is the Fraunhofer ITEM, have teamed up to ex-
plore a novel class of molecules for biomarker development:
non-coding RNAs (ncRNAs). Due to their high specificity,
these molecules are expected to be excellently suited as bio-
markers for disease diagnosis and treatment monitoring. The
intended contribution of the Fraunhofer ITEM is to identify
and validate a prognostic biomarker for chronic obstructive
pulmonary disease (COPD).
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Towards personalized medicine

The ongoing demographic change represents an enormous
challenge for our healthcare system. In an increasingly older
population, the number of cancer patients in particular is
growing, and there is an increasing prevalence of chronic in-
flammatory and degenerative diseases. In order to cope with
these problems and the resulting costs, early detection of dis-
eases and individualized treatment are crucial. Such a person-
alized medicine, however, requires efficient diagnostic methods
that make use of molecular biomarkers. Both for clinical
diagnostics and for clinical trials of the pharmaceutical industry,
there is an increasing need for such specific biomarkers. At
present, though, the number of novel validated biomarkers is
unable to keep pace with the skyrocketing demand.

The project RIBOLUTION (Innovative Ribonucleic Acid-based
Diagnostic Solutions for Personalized Medicine) — a cross-disci-
plinary research program of five Fraunhofer institutes — is
aimed at exploring a novel class of molecules with a great
but, as yet, largely unexploited potential for use as biomarkers:
non-coding RNAs (ncRNAs). ncRNAs serve important functions:
they regulate genes that provide the blueprint for protein pro-
duction and can thus be looked upon as “control software”.
The aim of the RIBOLUTION project is to develop methods

and technigues that will enable efficient identification and
validation of these molecular biomarkers. The intended result
is an automated process which, due to its high degree of pro-
cess and quality control and its end-to-end documentation,



is capable of being certified and will set new standards for

research and industry.

RIBOLUTION - a cross-disciplinary project

In this Fraunhofer joint research project, the Institute for Toxi-
cology and Experimental Medicine ITEM, the Institute for In-
terfacial Engineering and Biotechnology IGB, the Institute for
Manufacturing Engineering and Automation IPA, and the Insti-
tute for Applied Information Technology FIT are collaborating
under the leadership of Professor Friedemann Horn from the
Institute for Cell Therapy and Immunology IZI. Scientists are
working to set up a modular and flexible automation system
for ncRNA analysis that will provide quick answers to any
questions regarding biomarkers. Their objective is a system
with seamless in-line process and quality control for the
screening of large cohorts. In addition, highly sensitive nucleic
acid sensors are to enable identification of individual nucleic
acid-based biomarkers.

Besides the innovative technology of the screening platform
that is being established, the biomarkers that will be developed
in this project also bear a special exploitation potential. The
fact that the focus is being placed on ncRNA molecules guar-
antees access to a huge pool of potential markers which for
the most part have not yet been characterized.

The effectiveness of the process is to be demonstrated by
means of three prototype diseases: the ambition is to develop

a prognostic biomarker for chronic obstructive pulmonary
disease (COPD), a marker for early detection of prostate carci-
noma, and a marker supporting treatment selection in rheuma-
toid arthritis. The selected diseases are of great social and eco-
nomic relevance, and they have in common that there are still
quite a few unanswered questions regarding their diagnosis
and/or treatment selection.

COPD - markers for diagnosis and therapy

The Fraunhofer ITEM is bringing in its clinical expertise in

the area of COPD. As part of the RIBOLUTION project, a
Fraunhofer COPD cohort with different severities of the dis-
ease will be set up and characterized, and the potential of
ncRNA biomarkers will be analyzed in this group. Furthermore,
in cooperation with GlaxoSmithKline the potential of ncRNA
markers will be studied and validated in a large existing and
already characterized COPD cohort, the ECLIPSE cohort.

The total project is composed of two three-year phases. During
the first phase, the automated process chain will be developed
on the one hand, and on the other hand the screening of bio-
markers will be started, initially by using a conventional manu-
al method which during the last period of this phase will be
compared with the automated process. The second phase of
the project will open up the possibility to identify and validate
biomarkers for other indications faster, more efficiently, and
more cost-effectively by means of the largely automated
screening process. It is planned to form a patent cluster at
different levels of biomarker development, ranging from the
actual markers to the technical solutions for the automation
and measurement technology.
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Preliminary Research

NON-INVASIVE QUANTIFICATION OF
AIRWAY INFLAMMATION BY MAGNETIC

RESONANCE IMAGING

SUMMARY

The testing of novel medications to treat inflammatory airway
diseases often includes the use of methods that induce an
allergic response, for example, segmental challenge with aller-
gens introduced into the airways during bronchoscopy. Up to
now, the severity of the local allergic inflammation has been
determined by means of bronchoalveolar lavage. Scientists

of the Fraunhofer ITEM are now exploring whether the local
inflammatory responses can also be demonstrated with a
non-invasive method: magnetic resonance imaging. First
results have shown that this is possible.
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Non-invasive detection and monitoring of the airway inflam-
mation in inflammatory airway diseases such as bronchial
asthma and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is
of crucial importance both for treatment control and in evalu-
ating the efficacy of novel medications. Efficacy testing of new
pharmaceuticals during early-phase drug development often
involves the use of challenge methods that mimic severe illness
or a disease crisis with massive deterioration of signs and
symptoms. In patients with bronchial asthma, these methods
include not only allergen challenge by inhalation, but also seg-
mental allergen challenge performed during bronchoscopy.
Local demonstration of the inflammation by non-invasive tech-
niques is a special challenge here. It is the aim of an ongoing
research project conducted in cooperation with the Institute
for Diagnostic and Interventional Radiology of the Hannover
Medical School to explore whether the local inflammation
induced by segmental allergen challenge can be detected and
quantified by magnetic resonance imaging (MRI).



To this end, patients with mild bronchial asthma are subjected
to segmental allergen challenge during bronchoscopy. Mag-
netic resonance imaging of the lung with acquisition of differ-
ent sequences is performed before allergen challenge and 6
and 24 hours thereafter (Fig. 1). Another bronchoscopy includ-
ing bronchoalveolar lavage (BAL) is performed after 24 hours
to determine the severity of the local inflammation. The in-
flammatory response on the cellular level is then compared
with changes observed in the MR images.

First results have shown that the local allergic inflammation
can be detected in the MR images. Semi-quantitative grading
of the severity of inflammation by means of the images corre-
lated with the grading of the cellular inflammatory response in
the BAL fluid. The aim is to develop an MRI-based method for
time-resolved mapping of the local airway inflammation after
segmental allergen challenge. The results of the pilot study
will be presented during the Annual Meeting of the American
Thoracic Society in May 2012.
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1 MR images (T1-weighted)
acquired before (left), 6 hours
(middle) and 24 hours (right)
after segmental allergen chal-
lenge in the medial lobe and

in the lingula (images courtesy
of Priv.-Doz. Dr. Jens Vogel-
Claussen, Institute for Diagnostic
and Interventional Radiology,

Hannover Medical School).
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Preliminary Research

LOW-DOSE ENDOTOXIN INHALATION
CHALLENGE - A MODEL FOR EARLY-PHASE
CLINICAL DRUG DEVELOPMENT

SUMMARY

In the Department of Clinical Airway Research, endobronchial
administration of allergen or the endotoxin lipopolysaccharide
(LPS) has been established as challenge models that have
successfully been used in early-phase development of novel
anti-inflammatory drugs. While these challenges require

the use of invasive bronchoscopy, challenge agents can also
be inhaled to induce inflammatory processes. Inhalation
challenge with endotoxin is not invasive, however, it requires
a large amount of endotoxin (15-50 pg) — about 100 times
the amount required to obtain a comparable effect by endo-
bronchial challenge. Such large quantities of GMP-grade
endotoxin are not available. Fraunhofer ITEM scientists, there-
fore, are currently exploring a novel inhalation method with
a highly efficient lung deposition rate that could reduce the
necessary amount of endotoxin to only 2 pg.
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Twelve healthy volunteers (non-smokers, mean age: 38 = 11
years, FEV,: 104.2 + 7.3% pred.) inhaled 2 ug LPS, which was
nebulized using an Aeroneb solo (Inspiration Medical) nebulizer
in conjunction with standardized inhalation maneuvers (mass
flow 150 ml/sec, endotoxin aerosol bolus of 750 ml with sub-
sequent inhalation of 300 ml clean air). Sputum was induced
six hours after LPS challenge and the cellular composition was
compared with the baseline values (screening visit 2-4 weeks
prior to the challenge visit). Body temperature and exhaled
breath temperature were assessed prior to as well as three
hours and six hours post challenge.

The LPS inhalation was well tolerated with no adverse effects.
There was a small but significant (p = 0.005) transient change
in lung function one hour after LPS inhalation (median (IQR):
95.9% (90.8%, 100%) of the pre-challenge value). Exhaled
breath temperature and body temperature were significantly
increased six hours post challenge. The percentage of neutro-
phils in sputum was increased compared to baseline (p = 0.003,
see Fig. 1). Furthermore, an increase in monocytes (p = 0.01)
and total cell numbers per milliliter sputum (p = 0.002) was
observed.



Conclusion

Low-dose endotoxin inhalation is sufficient to induce a signifi-
cant influx of neutrophils and monocytes into the airways. In
the second part of this study, the reproducibility and suitability
for pharmacological modulation of this response will be
assessed to validate this model for proof of concept studies in

the early development of novel anti-inflammatory compounds.

Fig. 1: Increase in the percentage of sputum
neutrophils after LPS inhalation challenge in
healthy subjects (n = 12).
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Preliminary Research

PILOT STUDY: EFFECTS OF GRASS POLLEN
ON THE SKIN CONDITION OF PATIENTS WITH

ATOPIC DERMATITIS

Patients with atopic dermatitis (neurodermatitis) who manifest
allergic sensitization often display more severe skin alterations
than non-allergic patients. The seasonal worsening they ex-
perience suggests in addition that contact with pollen allergen
in particular results in a deterioration of the skin condition.
Scientific evidence for the hypothesis that grass pollen can
cause the disease to flare up in sensitized patients with atopic
dermatitis, however, has yet to be provided. In an ongoing
double-blind, placebo-controlled study with parallel groups,
scientists of the Fraunhofer ITEM and the Hannover Medical
School Clinic for Dermatology, Allergology and Venerology are
exploring this issue by investigating the effects of grass pollen
exposure in the Fraunhofer Environmental Challenge Chamber
(ECC) on the skin condition in patients with atopic dermatitis.
After an initial screening examination to ensure that they meet
the study inclusion criteria, the participating patients will be
exposed in the Fraunhofer ECC for four hours each on two
consecutive days either to grass pollen or to clean air (placebo).
On the following three days, the condition of the patients’
skin will be evaluated at the Fraunhofer ITEM.
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If this study demonstrates that grass pollen exposure in the
Fraunhofer ECC leads to a significant worsening of the skin
condition in patients with atopic dermatitis, this would not
only provide scientific evidence for the above hypothesis, but
furthermore this controlled deterioration of the skin condition
could serve in the future as a model for testing the safety and
efficacy of novel medications to treat atopic dermatitis.
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Business Unit 2

PROJECT OVERVIEW

Safety and efficacy testing of
a herbal product in patients
with allergic rhinitis using the
Fraunhofer Environmental
Challenge Chamber

Safety and efficacy testing
of inhaled bronchodilators
in patients with chronic ob-
structive pulmonary disease

Safety and efficacy testing

of a chemokine antagonist

in patients with chronic
obstructive pulmonary disease
using endobronchial endo-
toxin challenge

Characterization of exhaled
particles in patients with
asthma and chronic obstruc-
tive pulmonary disease

Bronchoscopic sampling
of airway inflammatory cells
in patients with asthma

Monitoring of pulmonary
inflammation after segmental
allergen challenge by using
magnetic resonance imaging

Efficacy of an anti-inflamma-
tory compound in patients
with asthma

Study on the impact of
gravity on the number flux of
exhaled endogenous aerosol
particles generated in the lung

Further development of a
system for aerosolization and
controlled administration of
lung surfactant by inhalation

Development and validation
of a universal method for
challenging volunteers by
inhalation with environmental
and indoor allergens

Study on the effect of grass
pollen to induce skin lesions
in patients with atopic
dermatitis

Study on non-coding RNA
as a biomarker in patients
with chronic obstructive
pulmonary disease

Establishment of low-dose
inhalation challenge with
endotoxin as a model for
drug testing
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The business unit Occupational and Environmental
Toxicology and Consumer Protection is engaged in
the investigation of chemicals, particles (including
nanoparticles), and complex mixtures as they occur
at workplaces, in the environment, and in consumer
products. Profound knowledge in inhalation toxicol-
ogy, aerosol process technology, chemical analysis,
and toxicological pathology are the hallmarks distin-
guishing this business unit. The required studies are
undertaken at the Fraunhofer ITEM in accordance
with national and international guidelines and com-
plying with the principles of Good Laboratory Prac-
tice (GLP).

To register a substance, numerous legal regulations
controlling the introduction of new products and re-
investigation of existing substances need to be taken
into account. In many cases, new products and pro-
duction technologies have to be subjected to evalu-
ation, and indoor air pollution in general has to be
assessed. In this context, the development of new
techniques for measuring airborne pollutants and
their source strengths represents another focus of



research. Physico-chemical and biological models

help determine active substances and their release
from building materials, furniture, interior decora-
tion, and from consumer products. In addition, the
Fraunhofer ITEM develops mathematical simulation
models for exposure assessment.

Immunology studies are conducted to investigate
sensitizing and immunomodulating effects. Further-
more, potential irritant effects of chemicals and en-
vironmental pollutants on the airways are detected
by means of different validated in-vitro and, if need
be, animal models. A wide scope of in-vitro testing
methods is available for use as screening methods
and for assessing the genotoxic potential, allowing
the number of necessary animal experiments to be
reduced. In the Environmental Challenge Chambers
of the institute’s clinical unit, studies with volun-
teers are performed to investigate specific aspects of
environmental and occupational toxicology.
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OCCUPATIONAL AND
ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY AND
CONSUMER PROTECTION

Project Report

ANALYTICAL METHODS FOR RISK
ASSESSMENT OF 3-MCPD ESTERS AND

GLYCIDYL ESTERS

SUMMARY

Free and ester-bound 3-monochloropropanediol (3-MCPD)
and glycidyl fatty acid esters have long been known to be
potentially hazardous contaminants in a variety of foods
such as refined vegetable oil. To enable assessment of the
risks of these compounds to human health, the Fraunhofer
ITEM is conducting two studies in experimental animals on
behalf of consumer protection agencies. As a prerequisite
for these studies, Fraunhofer ITEM chemists have developed
and validated chemical analytical methods that allow both
free and bound 3-MCPD to be determined in different bio-
logical matrices — in blood, urine, fatty tissue, kidney, liver,
and intestine. In addition, they have been able to establish
a method for detecting released glycidol.
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Over the past few years, there have been more and more re-
ports about fatty acid esters of 3-monochloropropanediol
(3-MCPD) and of glycidol being present in foods and refined
vegetable oil, in particular in palm oil. To allow exposure of the
public to these contaminants to be evaluated, consumer pro-
tection agencies need bioavailability data for these substances
as a basis for risk assessment. Glycidol, which may be released
during metabolization of glycidyl fatty acid esters, is a known
genotoxic carcinogen.

The extent to which 3-MCPD and glycidyl fatty acid esters
are hydrolysed to 3-MCPD and glycidol in the organism

after oral ingestion is being investigated in two animal experi-
mental studies conducted at the Fraunhofer ITEM on behalf
of the German Federal Ministry of Food, Agriculture and Con-
sumer Protection (BMELV) with technical consultancy from the
German Federal Institute for Risk Assessment (BfR).

At study start, no analytical methods for detection of 3-MCPD
or 3-MCPD esters in body fluids (blood, urine), organs (liver,
kidney), tissue (fatty tissue), and intestinal contents were known.
As a prerequisite for the studies to be conducted, it was there-
fore necessary to develop highly sensitive and selective methods
for the detection of 3-MCPD and 3-MCPD esters in the relevant
biological matrices. Furthermore, it was planned to establish a
method for detection of the N-terminal valine adduct in hemo-
globin (N-(2,3-dihydroxypropyl)valine) as a possible biomarker
for glycidol exposure.



Free 3-MCPD in blood, urine, and organs was derivatized. The GC/NCI-MS method (capillary gas

chromatography coupled with mass spectrometry in negative

After mixing of the samples with silica gel 60, the internal chemical ionization mode) was used to analyze the hepta-
standard (3-MCPD-ds) was added. Column chromatography fluorobutyric acid derivative of 3-MCPD (Fig. 1). Quantitation
was then performed to remove matrix components and con- was performed by means of an internal calibration in the

centrate the analyte. After elution with ethyl acetate, 3-MCPD  respective matrix.

Fig. 1: Chromatogram of a rat blood sample after gas chromatography with mass-selective detector in negative
chemical ionization mode.
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3-MCPD and 3-MCPD esters in organs and
intestinal contents

Samples were homogenized and extracted with tertiary methyl
butyl ether. Both the extract and the sample residue were
shaken with a sodium chloride solution to isolate any free
3-MCPD, which was then derivatized with phenylboronic acid,
extracted, and analyzed. Hydrolysis of 3-MCPD ester in
the tertiary methyl butyl ether extract was performed with

a methanolic sodium methylate solution, and subsequent
derivatization of the released 3-MCPD was carried out as
described above.

Analysis of the 3-MCPD derivative was done using the GC/
EI-MS method. Quantitation was performed through calibra-
tion in the corresponding matrix with the internal standards
3-MCPD-ds and 1,2-dipalmitoyl-3-chloro-1,2-propanediol-ds.

N-(2,3-dihydroxypropyl)valine in rat blood

Erythrocytes were isolated from whole blood and lysed, and
globin was precipitated. After addition of a synthetic dipeptide
anilide as internal standard, the alkylated N-terminal valine
was derivatized with pentafluorophenyl isothiocyanate and
split off by using a modified Edman procedure. The product
was then extracted and derivatized. The GC/NCI-MS method
was used for the analysis of the acetylated derivative of
N-(2,3-dihydroxypropyl)valine. Quantitation was performed
through an internal calibration in pooled rat globin.
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Validated analytical methods used successfully

The validated methods are now being used successfully in the
ongoing projects. The use of these new methods enables de-
termination of very low concentrations of free 3-MCPD, even
in the ng/ml or ng/g range. In animal experiments, a quantity
as small as 0.01% of the administered dose can now be de-
tected. With this, it is now possible to get insight into the dis-
tribution of the compound in the organism, and this will finally
enable risk assessment.
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DEVELOPMENT AND TRIAL OF SIMPLE TESTS
TO ASSESS THE EXPOSURE POTENTIAL AND
LUNG TOXICITY OF CONSUMER SPRAYS

SUMMARY

The use of sprays, above all of sprays contained in pressur-
ized spray cans, frequently results in adverse, sometimes
even severe health effects in consumers. Upon use of
waterproofing sprays in particular, severe cases of acute
lung injury have been reported repeatedly. Manufacturers
of raw materials and bottlers as well as those in charge of
consumer protection require application-oriented assess-
ment of the health risk from spray products before these
are actually being placed on the market.

Fraunhofer ITEM scientists have developed a holistic strategy
for screening of sprays that contain surface-active agents.
It consists in an application-oriented assessment of the
spray’s potential for inhalation exposure and a first assess-
ment of acute lung toxicity in the isolated perfused lung
(IPL) of the rat. Using this screening method may help avoid
acute animal inhalation studies in the future, in line with
the "3-Rs” concept (replace, reduce, refine).

Exposure characterization

To characterize the exposure, the respirable fraction of the
aerosol released into the indoor air is measured. For these
measurements, the spraying process is simulated in a way that
closely mimics the common application process. Exposure-rele-
vant conditions such as droplet aging (volatilization) are thus
taken into account as well, allowing the exposure potential
of the atomized spray to be assessed. This is in contrast to the
hitherto common practice of characterizing only the primary
droplet spectrum of the spray generated directly at the spray
nozzle.

Testing for acute lung toxicity

For the IPL test, the isolated perfused and controlled ventilated
rat lung is exposed to an aged aerosol of the spray formula-
tion according to a standardized nebulization protocol. The
inhaled dose is determined, and changes in a variety of moni-
tored respiratory parameters, such as compliance and resis-
tance, as well as edema and atelectasis formation are analyzed
(see Fig. 1 for the experimental setup). These endpoints enable
assessment of the test item’s acute lung toxicity, which is due
to an impaired function of the surfactant layer of the lung
epithelium as a result of its interaction with the deposited
surface-active agent.
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Results

Trials with ten ready-to-use spray products enabled a clear dif-
ferentiation of exposure potentials depending on the spraying
technology used. Worst results were obtained for gas-propelled
spray formulations. In relation to the amount of product dis-
charged, they exhibited the largest percentage of respirable
particles in the released aerosol. The exposure potential for the
use of pump sprays or foaming sprays was smaller by up to
two orders of magnitude.

For seven of the investigated substances, analysis of the IPL
tests revealed significant changes in the parameters tidal
volume, compliance, and resistance as compared to controls.

Macroscopic alterations varied between different substances,
ranging from partially collapsed lung areas to complete atelec-
tasis of the entire lung. This was in qualitative agreement with
available in-vivo data. With one substance, medium to severe
lung edemata were additionally observed in the isolated per-
fused lung. They had been diagnosed both in the in-vivo ex-
periments performed and in a case series of poisoning among
consumers upon use of this substance. The remaining three
substances caused no changes in respiratory parameters, and
there was also no indication of edema or atelectasis formation
as compared to controls. The results of the in-vivo experiments
were in the normal range as well. All in all, there was an excel-
lent correlation between the results of the IPL tests and reported
in-vivo findings.

Fig. 1: Scientists of the Fraunhofer ITEM use a new strategy to test spray products for acute lung toxicity:
they characterize the exposure with an optimized method and test the released aerosol in the isolated perfused
rat lung. The figure shows a scheme of the experimental setup.
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Conclusion

The two above presented methods — exposure characterization
and toxicity testing in the isolated perfused rat lung — can con-
tribute to minimizing the health risk from the use of water-
proofing sprays. Firstly, it provides vendors with a reliable tool
for optimizing the spraying technology to minimize the expo-
sure potential. Secondly, the results and in particular the com-
parison of these results with those of the corresponding animal
experimental studies have shown that the isolated perfused
lung can be used to screen for substances that exhibit acute
inhalation toxicity. In the future, tests in the isolated lung could
be performed before any testing of a substance in living ani-
mals is undertaken, to allow formulations exhibiting acute
lung toxicity to be identified and discarded in advance.
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EFFECTS OF INHALED FINE AND NANO-SIZED
TITANIUM DIOXIDE IN THE RAT LUNG

SUMMARY

An inhalation study in rats has shown that fine and nano-
sized TiO, particles are very similar in the effects they
induce, their translocation behavior, and deposition. Both
types of particles cause only slight inflammatory reactions in
the lung, and they are deposited predominantly in alveolar
macrophages and type-l pneumocytes.
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Titanium dioxide (TiO,) is used as white pigment. It has a low
toxic potential and is commonly employed as reference sub-
stance in inhalation studies. Particles with a diameter larger
than 0.1 ym (100 nm) are generally referred to as fine parti-
cles, while smaller particles are called nanoparticles. Due to
their small size, the latter may be deposited deep down in the
lung upon inhalation, and they can penetrate not only into
cells, but also into cell nuclei and organelles. To demonstrate
potential differences in the deposition and translocation be-
havior of fine and nano-sized TiO, particles, scientists performed
a three-week inhalation study in female rats.

The animals were exposed for six hours daily to TiO, of two
different sizes (fine and nano), or to clean air as controls. After
the exposure, the animals were allowed to recover for 3, 28,
or 90 days. The lung tissue was subsequently examined by
electron microscopy, histology, and also with stereological
methods to quantify particle deposition (relative deposition
index, RDI) and the volume fractions of the lung.



Particle agglomerates above all in alveolar macrophages

and type-l pneumocytes

Animals that had been treated with fine or nano-sized parti-
cles displayed minimal infiltration of inflammatory cells, pri-
marily with alveolar macrophages. Ultrastructurally, a clearly
dominant deposition of particle agglomerates of both sizes
was observed in the cytoplasm of alveolar macrophages

(Fig. 1 A), and to a lesser degree in type-I pneumocytes. This
was confirmed to be statistically significant when the RDI was
determined for the deposition in alveolar macrophages. The
RDI for type-I pneumocytes displayed merely a clear trend, but
no statistical significance. This was the first experiment with
TiO, particles to include direct determination of the RDI.

Very few agglomerates of fine and nano-sized particles were
also found in bronchial epithelium, the pulmonary interstitium,
and capillary endothelium. In a granulocyte detected in a cap-
illary, nanoparticles could be demonstrated in the cytoplasm —
a finding which has not been reported previously (Fig. 1 B).
Deposited particles were found neither in cell nuclei nor in cell
organelles in this study. There were also no structural altera-
tions of cell organelles. No marked differences in effects, particle
deposition, and particle translocation were observed between
the nano- and fine-particle treatment groups.

Composition of the lung parenchyma, that is, the share of
different types of tissue in the total lung volume, was also
determined. This analysis showed no substantial prolonged
alterations in the treatment groups as compared to controls.

Particle translocation depends on particle agglomeration

Even though the animal species selected for this study was
the rat, which has a pro-inflammatory lung milieu and is thus
more sensitive to particle-induced lung lesions, the animals
exhibited no severe lung injury, no significant differences in the

Fig. 1: TiO, nanoparticles in an alveolar macrophage
(A) and in the cytoplasm (arrow) of an intracapillary
granulocyte (B). The latter finding has not been
reported previously in the literature.
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translocation behavior of particles, and no subcellular altera-
tions upon inhalation of fine or nano-sized TiO, particles. It

is true that nanoparticles strongly tend to form agglomerates,
resulting in the formation of larger secondary particles. De-
spite prior ultrasonic treatment, however, the major part of the
nanoparticles administered during this experiment had a size
above 0.1 ym, which may have caused a reduction of the toxi-
cological potency. Nevertheless, nanoparticles were detected
in an intracapillary cell and in the capillary endothelium. There-
fore, hematogenous translocation of non-agglomerated nano-
particles to other regions of the body must be considered.

The methods of electron microscopy and stereological analysis
used in this study provide detailed insight into the translocation
behavior and morphology of fine and nano-sized particles and
yield quantitative information about the composition of lung
tissue.

The above described investigations were conducted as part of
Maja Eydner’s doctoral dissertation at the Institute of Pathology
of the University of Veterinary Medicine Hannover in cooperation
with the Fraunhofer ITEM.
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Business Unit 3

PROJECT OVERVIEW

Aerosol Technology

Development of a continuous
procedure for the generation
of calibration aerosols in the
ultrafine particle size range

Characterization of the expo-
sure resulting from the use of
spray cosmetics and surface
coating sprays

Design and construction of a
system for aerosol generation
from carbon nanofibers

Development and validation
of a method to screen surface-
active substances for lung
toxicity

Sampling system for diesel
oil vapors and aerosols at
workplaces

Studies on the solubility of
nano-silica

Studies on protective
measures for rescue staff
during radiological emer-
gencies

Supply of aerosol techno-
logical know-how and equip-
ment for setting up and
operating an aerosol chamber
for microorganisms

Supply of aerosol techno-
logical know-how and equip-
ment for exposing dogs to
aerosolized active substances

Determination of airborne
and respirable particle release
during fragmentation of
brittle materials

Bio- and Environmental
Analytics

Chemical characterization
of petroleum products (fuels
and lubricants)

Characterization of the com-
position of biocidal products
(substance mixtures)

Studies on formaldehyde
release from formaldehyde
depot substances

Investigations to determine
the inhalation and dermal
exposures after application
of biocidal products at work-
places and in private homes

Development and validation
of analytical methods for
biomonitoring of selected
metabolites

Determination of 3-MCPD
in body fluids and organs

Determination of hemoglobin
adducts

Determination of concen-
trations of pharmaceuticals in
exposure atmospheres and
formulations

Development of methods
for non-target analysis of
complex mixtures

Statistical analysis of NMR/MS
data for classification of con-
dition-dependent metabolite
patterns

Profiling of trace-level and
degradation-related impurities
in pharmaceuticals by LC-
NMR and LC-MS investiga-
tions

Collateral analytical investi-
gations in in-vitro exposure
studies with gaseous sub-
stances

Measurement of specific in-
organic tracers for validation
of dispersion models

Determination of toxic ele-
ments in consumer products

Determination of elements
in organs and body fluids
in studies investigating the
effects of nanoparticles
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Clinical Chemistry and
ADME

Hematological and
clinico-chemical analyses
in toxicological studies

Investigations on the dermal
uptake of zinc oxide nano-
particles

Investigations on the toxico-
kinetics of radiolabeled
glycidyl palmitate

Investigations on inflamma-
tory parameters and oxidative
stress in rat bronchoalveolar
lavage fluid

Measurement of viability
parameters (LDH, urea) in
cell culture supernatants

Screening investigations in
human cell lines from differ-
ent parts of the respiratory
tract to gain insight into the
toxicity of carbon black
nanoparticles
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Databases and
Information systems

RITA — Registry of Industrial
Toxicology Animal-data

CEPA — Cell Proliferation
and Apoptosis

goRENI INHAND - Inter-
national Harmonization
of Nomenclature and
Diagnostic criteria

Further scientific develop-
ment of the project DevTox

General and Reproductive
Toxicology

Impact of low-frequency
electromagnetic fields on the
developing hematopoietic
system, the immune system,
and the CNS in vivo

Genetic Toxicology

Genotoxicological guideline
studies as part of toxicologi-
cal testing of chemicals

In-vitro and in-vivo investiga-
tions to determine potential

genotoxic effects of electro-

magnetic fields in the radio-

frequency spectrum

Comet assay-based evaluation
of the genotoxic potential

of quartz-containing ceramic
fibers

Mechanistic investigations
concerning the genotoxicity
of nitrostyrene derivatives,
with special focus on topo-
isomerase Il activity

Studies on the in-vitro and
in-vivo genotoxicity of inno-
vative pharmaceuticals

Studies on the in-vitro and
in-vivo genotoxicity of SiO,
nanoparticles

Establishment of cellular

models and optimization of
in-vitro methods to evaluate
the toxic and genotoxic po-
tential of carbon nanotubes

Establishment of the in-vivo
Comet assay in the organs
lung and liver of rats

In Vitro Toxicology

Development of a biological
detector for inhalable test
substances

In-situ analysis of the cellular
effects of airborne pollutants
and active substances in vitro

Extended prevalidation of

the Air/Liquid Interface (ALI)
technology as a testing method
for inhalable substances
(gases) in a round-robin study
with participation of govern-
mental laboratories

Generation of complex cell
culture models for use in air/
liquid interface-based tests

Establishment of an Ames
test for volatile organic
compounds (VOCQ)

Studies to investigate the
biological effects of inhaled
substances in cells from the
respiratory tract



Inhalation Toxicology

Size separation of fibers into
respirable fractions

Studies on the in-vivo solubility
of glass fiber dusts

Investigations to assess lung
toxicity of toner powders or
toner additives

Study into the toxicokinetics
of inhaled, poorly soluble
nanoscale particles in rats

Dispersion and retention of
dusts containing ultrafine
primary particles in the lung

Comparative investigation of

three nano-titanium dioxides

with different surface charac-
teristics in a 28-day inhalation
study

Development of screening
methods for the detection
of a possibly carcinogenic
potential of carbon nano-
tubes

Toxicokinetics study in rats
after inhalation exposure to
carbon nanotubes

Pathology

Analysis of the translocation
of gold nanoparticles to the
CNS by electron microscopy

Demonstration of inhaled or
instilled nanoparticles in the
respiratory tract by electron

microscopy

Analysis of the translocation
of fine and nanoscale titanium
dioxide particles from the
nose to the brain by electron
microscopy

Impact of low-frequency
electromagnetic fields on the
developing hematopoietic
system, the immune system,
and the CNS in the mouse

Genotoxic mechanisms of
action of fine and ultrafine
dusts in the lung

Histological, immunohisto-
chemical, and morphometric
evaluation of the effects of
different types of fibers in
peritoneal cells

Pathogenetic and immuno-
biological investigations on
the carcinogenicity of particles

Pathology database RITA
(Registry of Industrial Toxi-

cology Animal-data) in
collaboration with the Work-
ing Group on Databases and
Information Systems

Determination of cell prolifer-
ation in the respiratory tract
after inhalation of different
types of fibers

Cellular and subcellular
effects in rat lung epithelial
cells after inhalation of fine
and nanoscale titanium
dioxide particles

Histological, immunohisto-
chemical, and electron
microscopic evaluation of
the intraperitoneal effects
of carbon nanotubes









TESTING AND REGISTRATION
OF CHEMICALS, BIOCIDES
AND PESTICIDES
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The business unit Testing and Registration of Chemi-
cals, Biocides and Pesticides pools the institute’s
long-standing experience and comprehensive exper-
tise in risk assessment, covering the fields of toxi-
cology and ecotoxicology as well as assessment of
the exposure and behavior in the environment.

Numerous substances for which data are already
available require additional evaluations to allow for
risk assessment. In addition, the European chemicals
policy REACH, which came into force in 2007, re-
quires re-investigation of a large number of active
substances that are already on the market. The scien-
tists working in this business unit view and evaluate
the existing data and will recommend additional
tests for a substance whenever this seems necessary.
To close existing data gaps, studies addressing the
following endpoints are performed at the Fraunhofer
ITEM: toxicokinetics, sensitization, immunotoxicity,
subchronic and chronic toxicity, reproductive toxicity,
teratogenicity, carcinogenicity, and mutagenicity.
Investigations into the mechanisms of action of
chemicals can also be conducted.



According to requirements, the Fraunhofer ITEM
closely cooperates with different Fraunhofer insti-
tutes and other contract research institutions. All
data necessary for risk assessments as required by
regulations (including physico-chemical properties
and ecotoxicity) can thus be provided by a single
source, and the overall assessment and registration
dossiers can be prepared. All expert reports are
created in accordance with high standards.

Legal requirements, in particular the criteria for risk
assessments, are subject to constant changes. Through
cooperation with national and international com-
mittees and authorities as well as participation in
round-robin studies, the Fraunhofer ITEM takes part
in the development of guidelines and can thus react
immediately to changes — a benefit particularly for
our clients. It is foreseeable that the demand for risk
assessments and additional toxicological studies of
chemicals will continue to increase. The assessment
of substances falling under REACH is one of the
challenges of the years to come. The expertise in this
business unit, therefore, will continue to be further
expanded.
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Project Report

TIME EXTRAPOLATION FACTORS IN
REPEATED-DOSE STUDIES

SUMMARY

Chemical risk assessment takes into account the fact that
the longer the duration of exposure to a chemical, the lower
its adverse effects threshold. If no long-term studies are
available, but only short-term animal studies, time extra-
polation must be performed. This means that the adverse
effects threshold for long-term exposure is determined by
applying a factor based on a short-term study. Fraunhofer
ITEM scientists have now determined factors by using a
broader database than before and, most notably, they have
investigated and diminished the impact of differences in
the study design. Finally, they have derived factors by taking
into account nothing but differences in the development of
the adverse effects threshold over time.
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In daily life, people inevitably get in contact with a large num-
ber of different chemicals, be it as part of their professional
activity or at home. Contact with chemical products often
takes place repetitively over a prolonged period of time, and
yet it should not cause any adverse health effects. Chemical
risk assessment has to take into account such chronic expo-
sure. Normally, risk assessment will be based on an animal
study that enables derivation of an adverse effects threshold
for the chemical, as data on the adverse effects threshold in
man are usually not available. The animal data have to be
translated to the human situation, that is, they need to be
extrapolated. This extrapolation has to take into account not
only differences between species (animal/human), but also dif-
ferences between the duration of the animal experiment and
the human exposure duration. According to Haber's rule, the
severity of numerous health effects depends on the concen-
tration of the chemical and the exposure duration, that is, the
longer the exposure duration, the lower the adverse effects
threshold of a chemical. This fact is taken into consideration
when performing time extrapolation: the adverse effects
threshold for long-term exposure is determined based on a
short-term study by applying a factor. For numerous chemicals
that have been on the market for a long time and now require
re-assessment under REACH, short-term animal studies are
available, but no long-term studies. Applying an appropriate
factor wherever there is no long-term study available would
thus enable risk assessment without further animal experi-
ments.



The factors that can be used for time extrapolation depend

on the particular legal context. The diverse regulations rely
on different assumptions and analyses. In this project, factors
were determined by using a broader database than before
and, most notably, the impact of differences in the study
design was investigated and diminished.

Computation of factors based on the RepDose database

Fraunhofer ITEM scientists used the Fraunhofer database Rep-
Dose (www.fraunhofer-repdose.de) for their calculation of
factors. They started by calculating factors for chemicals for
which studies with different study durations are available. To
this end, they divided the adverse effects threshold of a chemi-
cal determined in a short-term study by the equally available
adverse effects threshold from a long-term study. The distribu-
tion of all these substance-specific factors was then analyzed.
The geometric mean or the 90 percentile of such a distribu-
tion can be employed as general factor. Similar investigations
have been reported, for example, by Kalberlah et al. (2002)
and Vermeire et al. (2001). The REACH guidance document,
chapter R.8 on the derivation of DNEL values, proposes the
following general factors: subacute to subchronic 3, subchronic
to chronic 2, and subacute to chronic 6 (REACH Guidance 2010).

Evaluation of time extrapolation factors

Previously published factors were based on small and/or old
and heterogeneous data sets. The aim of this project was to
evaluate whether and to what extent differences in the design
of the studies used to derive factors had an impact on the dis-
tribution of these factors and eventually on the derivation of
general factors. Furthermore, the Fraunhofer ITEM scientists
looked into differences between the factors for different sub-
stance groups (industrial chemicals, pesticides, detergents).
Oral and inhalation administration were analyzed separately.

Based on the maximum number of pairs of studies available
in the RepDose database (up to 236 for the comparison sub-
chronic to chronic after oral administration), the influence of
several differences in the study design was investigated step
by step. The greatest impact on the factors was observed for
dose spacing and general comparability of the scope of the
studies. Different adverse effects thresholds in two studies
with the same chemical may be the result, for example, of
differences in the scope of the studies. If the adverse effects
threshold in one study was determined by means of a macro-
scopic change, such as enlargement of an organ, this may
have resulted in a higher value than if it had been determined
by means of a microscopic examination, for example, on the
cellular level. When comparing this study, however, with a
study where the adverse effects threshold was determined
based on a microscopic change (for example, cellular hypertro-
phy), the factor will also reflect the difference in the scope of
the two studies, but not the substance-specific time course of
the adverse effects threshold. The latter could be obtained by
analyzing comparable microscopic and macroscopic findings
in both studies to determine the adverse effects threshold.

For their final derivation of general factors, the scientists took
into consideration only those calculated factors that are very
likely to reflect exclusively the development of the adverse
effects threshold over time. These general factors are given
in Table 1, compared to values that have been published so
far for the extrapolation from subchronic to chronic.

Outlook

The factors derived by the Fraunhofer scientists represent an
alternative to the factors that have been in use so far. They
are the first factors to take into account only differences in the
development of the adverse effects threshold over time, but
no other differences in the study design. In addition, due to
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Table 1: Time extrapolation factors.

The derivation of time extrapolation factors in this project takes
into account only those differences that are due to the develop-
ment of the adverse effects threshold over time and not to diffe-
rences in study design. Compared to literature data that are based
on heterogeneous data sets, these factors (determined as geomet-
ric mean of the log-normally distributed data) and also the 90th
percentiles are substantially lower. Using these lower factors enab-
les more transparent risk assessment, in particular in case of proba-
bilistic determination of the overall extrapolation factor. As an ex-
ample, the distribution of factors for subchronic to chronic is given
here.

N Factor (GM) 90 percentile

Oral 58 1.4 3.6
Kalberlah, 2002* 68 2.7 20
Vermeire, 2001** 419 2.0 10

*  Analysis of inhalation studies which, however, according to the insights
gained so far do not yield any different factors than oral studies.

** Meta analysis of 11 published data sets (N = 9-149), very heterogeneous
data, comparing, for example, studies in different species (from rat to
dog) without any correction to account for interspecies differences.

their low degree of variance the factor distributions described
here can be used for a probabilistic determination of the
overall extrapolation factor. The factors can help substantiate
the derivation of toxicologically justified limit values based on
scientific facts and thus achieve a better general acceptance
for the defined limit values.
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Project Report

COMPARISON OF METHODS USED TO DERIVE
LIMIT VALUES FOR CHEMICALS

SUMMARY

On behalf of the German Federal Environment Agency,
Fraunhofer scientists have compared methods used to derive
toxicologically justified threshold values — that is, limit and
guideline values — for chemicals in the environment and in
the human body with the method used under REACH to
determine such values. They found the methods to be simi-
lar in many aspects. To promote acceptance of the values
derived under REACH, however, there has to be more trans-
parency regarding the method used for the derivation.

Limit values, reference values, and guideline values are impor-
tant elements of toxicological risk assessment. A measured or
calculated concentration below these values will normally pose
no risk to human health. In Germany, such values have been
established for quite some time for chemicals that are detect-
able in soil, water, and the air, and in human urine or blood.

In a research project commissioned by the German Federal
Environment Agency (Licht et al., 2011), the methods used

to derive such toxicologically justified threshold values were
compared with the corresponding method used under the new
chemicals regulation REACH (ECHA, 2010). The latter requires
the derivation of a concentration below which the substance
will have no adverse effects on human health. This threshold
value is referred to as Derived No-Effect Level (DNEL).

The comparison of the different methods aimed to identify
possibilities for standardization and to bring out what is
special about the individual methods.

Comparison of extrapolation factors

Such values are usually derived from the highest tested dose
that caused no adverse effects in animal experiments (“...at
which there are no statistically significant increases in the
frequency or severity of adverse effects between the exposed
population and an appropriate control group ...""). This dose
is referred to as No Observed Adverse Effect Level (NOAEL).

T Source: http://guidance.echa.europa.eu/public-2/glossary.htm > NOAEL
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Factors are then used to translate the NOAEL to the human
organism and to a particular human exposure situation. The
different methods refer to these factors as extrapolation factors,
safety factors, uncertainty factors, or assessment factors.

The factors used to account for interspecies and intraspecies
differences are given in Table 1. The exposure duration used
in animal experiments is in most cases shorter than the often
lifelong (chronic) human exposure. Time extrapolation factors
(e.g., subacute to chronic: factor 6) have not been included
here. Results from recent research into this topic can be found
in the project report on page 152.

The factor applied for interspecies differences accounts for
differences between experimental animals and humans, while
the factor used for intraspecies differences accounts for differ-
ences in sensitivity within the population, that is, variability
between individuals.

For interspecies differences, almost all methods use a factor of
10. This factor is composed of the allometry (from rat to man:
factor 4) and a factor of 2.5 accounting for miscellaneous
other differences. If the derivation is based on a study in mice
(allometry from mouse to man: factor 7), this may result in a
factor even larger than 10. Other methods do not distinguish
explicitly between a toxicokinetic and a toxicodynamic portion,
or they merely provide an additional explanation in this regard.

Numerous methods also use a factor of 10 for intraspecies dif-
ferences as a standard for the general population. If there is
any indication of deviant sensitivity (greater or reduced), differ-
ent factors are permissible in single justified cases. To derive
guideline values for indoor air, an additional factor of 2 is nor-
mally used to account for the particular sensitivity of children
due to their physiology. In the derivation of DNEL values, it is
also possible to apply an additional factor for particularly sen-
sitive subgroups, however, its size has not been defined.

156 | 157

If no NOAEL was able to be determined, the lowest dose that
caused adverse effects, referred to as Lowest Observed Adverse
Effect Level (LOAEL), can be used alternatively, in combination
with a factor between 1 and 10. An exception is formed by guide-
line values for indoor air, which are normally based on a LOAEL.

Transparency of the derivation methods

For the general acceptance of the derived values, it is impor-
tant that the method used for the derivation be transparent
and can be readily understood. In most cases, the substance-
specific derivation is published in addition to the method used
for the derivation. This holds true, for example, for the inter-
polation method used to derive the risk-related dose or the
basic scheme for the derivation of guideline values for indoor
air. In many cases, derivations of substance-specific values
(such as the WHO drinking water quality targets) are also made
public. Such information is published partly in journals or bul-
letins, partly in the Internet.

According to current knowledge, only the DNEL value is pub-
lished on the ECHA homepage, but not the derivation method
with the factors and NOAEL used. Whether this will have an
impact on the general acceptance of the DNEL values can, as
yet, not be predicted, because the substances with the regis-
tration deadline December 2010 were the first to require deri-
vation of DNEL values on a larger scale.

Conclusion

For all values that have already been derived in Germany, very
similar schemes were used. The derivation of DNEL values also
follows this scheme without major deviations. Differences are
found only with regard to details. Precise instructions about
when and to what extent deviations from the standard factors
are permissible are in most cases not available. This is most
frequently a matter of expert judgment.



To achieve transparency in the derivation of values, it is neces-

sary to lay open to the public the substance-specific derivation.

For the DNEL values required under REACH, this has not yet
been completely realized. Whether and to what a degree this
has an impact on the general acceptance of the newly derived

values can, at present, not be predicted.
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Table 1: Overview of the extrapolation methods used in different assessment processes (*WHO drinking-water
quality guideline values; **WHO air quality guideline values, standard factors not specified, reference to WHO,
1994; # value derived from the LOAEL, with a factor of 3 for a LOAEL from animal experiments; TAD = tolerable

absorbed dose; GV = guideline value).

Method Inter- Intra- LOAEL/ Special features
species species NOAEL
Industrial chemicals Additional factors, depending on the amount and quality
DNEL value 4%x25 10 3(10) of the data
Soil
TAD values 1-10 1-10 1-10 TAD values = internal body doses
Drinking water
WHO quality target* 1-10 1-10 - Additional factors for the “appropriateness of the study” (1-10)
and the “type and severity of the effect” (1-10)
Guideline values of the German
Federal Environment Agency 1-10 1-10 1-10 Method similar to the TAD value, external dose, no absorption
Air
Guideline values for indoor air 10 10 —#  Factor 2 for children; GV | is by a factor of 10 lower than GV I

WHO quality target **

(1-10)

Emphasis on “expert judgment”
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Business Unit 4

PROJECT OVERVIEW

Assessment of chemicals

Activities in connection with
the European chemicals policy
(REACH): consulting for com-
panies, assistance in prepar-
ing registration, evaluation
of the necessary data, pre-
paration of IUCLID data sets
and of chemical safety reports,
development of testing
strategies, justification for
waiving, and exposure sce-
narios

Preparation and update of
IUCLID data sets, SIDS Initial
Assessment Profiles, and SIAR
Hazard Assessments for in-
dustrial chemicals under the
HPV initiative of the Inter-
national Council of Chemical
Associations (ICCA); particular
experience exists in the work
with category approaches
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Preparation of International
Chemical Safety Cards (ICSC)
under the WHO International
Programme on Chemical
Safety (IPCS)

Preparation of substance
reports for the German
“Noxious Agents Information
System” (NIS) on behalf of
different German Lénder
ministries

Consulting contracts and
notification of new substances
on behalf of Japanese
companies

Preparation of expert reports
on the toxicology of different
chemicals

Toxicological expert reports
and risk assessment of impu-
rities or residues in medicinal
products

Biocides

Preparation of dossiers for
assessment of existing bio-
cides under the 4™ priority
list of the European Biocidal
Products Guideline, including
development of exposure sce-
narios and testing strategies

Processing of supplementary
requests and communication
with the registration authori-
ties to include biocidal active
substances in Annex I/IA ac-

cording to guideline 98/8/EC

Development of concepts for
product authorization, incl.
study monitoring, risk assess-
ments, development of expo-
sure scenarios and testing
strategies

QSAR, databases

Data collection and analysis
to define categories of hydro-
carbon mixtures

Refinement of the TTC values
for inhalation exposure on
behalf of Cefic

Analysis of organ-specific
toxicity in in-vivo studies and
correlation with in-vitro test
systems on behalf of Cefic

Assessment of substances
based on (Q)SAR and read-
across

Analysis of extrapolation
factors for time, interspecies,
and routes, and combination
of the distributions on behalf
of ERASM

Report on the structure-
activity relationships of glycol
ether on behalf of the Health
and Food Safety Authority of
the Land Bavaria



Assessment of human and

veterinary pharmaceuticals

Assessment of the environ-
mental effects of pharma-
ceuticals

Preparation of expert reports
for registration of veterinary
drugs

Exposure assessments

Preparation of ”Environ-
mental Health Criteria
Documents” (EHC) on
"Dermal exposure” under
the WHO IPCS
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Research of practical utility lies at the heart of all activities
pursued by the Fraunhofer-Gesellschaft. Founded in 1949,
the research organization undertakes applied research that

drives economic development and serves the wider benefit of
society. Its services are solicited by customers and contractual

partners in industry, the service sector and public administra-

tion.

At present, the Fraunhofer-Gesellschaft maintains more than
80 research units in Germany, including 60 Fraunhofer insti-
tutes. The majority of the more than 18,000 staff are qualified
scientists and engineers, who work with an annual research
budget of €1.65 billion. Of this sum, more than €1.40 billion
is generated through contract research. More than 70 percent
of the Fraunhofer-Gesellschaft's contract research revenue is
derived from contracts with industry and from publicly financed
research projects. Almost 30 percent is contributed by the
German federal and Ldnder governments in the form of base
funding, enabling the institutes to work ahead on solutions
to problems that will not become acutely relevant to industry
and society until five or ten years from now.

Affiliated international research centers and representative
offices provide contact with the regions of greatest impor-
tance to present and future scientific progress and economic
development.

With its clearly defined mission of application-oriented re-
search and its focus on key technologies of relevance to the
future, the Fraunhofer-Gesellschaft plays a prominent role

in the German and European innovation process. Applied
research has a knock-on effect that extends beyond the direct
benefits perceived by the customer: Through their research
and development work, the Fraunhofer institutes help to re-
inforce the competitive strength of the economy in their local
region, and throughout Germany and Europe. They do so by
promoting innovation, strengthening the technological base,

improving the acceptance of new technologies, and helping
to train the urgently needed future generation of scientists
and engineers.

As an employer, the Fraunhofer-Gesellschaft offers its staff

the opportunity to develop the professional and personal skills
that will allow them to take up positions of responsibility within
their institute, at universities, in industry and in society. Students
who choose to work on projects at the Fraunhofer institutes
have excellent prospects of starting and developing a career in
industry by virtue of the practical training and experience they
have acquired.

The Fraunhofer-Gesellschaft is a recognized non-profit organi-
zation that takes its name from Joseph von Fraunhofer (1787-
1826), the illustrious Munich researcher, inventor and entre-
preneur.
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RESEARCH FOR HUMAN HEALTH AND

THE ENVIRONMENT

Six Fraunhofer institutes have focused their research on the
life sciences. In the Fraunhofer Group for Life Sciences they
have pooled their competencies in biology, biomedicine,
pharmacology, toxicology, and food technology. With a staff
of about 1200, the Fraunhofer Group for Life Sciences is an
important R&D partner for the pharmaceutical and biotechnol-
ogy sectors as well as for the chemicals industry and medical
technology companies.

The Fraunhofer Institutes for Biomedical Engineering IBMT,
Interfacial Engineering and Biotechnology IGB, Molecular
Biology and Applied Ecology IME, Toxicology and Experimen-
tal Medicine ITEM, Cell Therapy and Immunology IZI, and
Process Engineering and Packaging IVV combine their con-
centrated expertise to allow for even comprehensive projects
to be undertaken for their clients. Research and development
in the Fraunhofer Group for Life Sciences cover on the one
hand the preventive areas of environmental and consumer
protection, and on the other hand the regenerative areas

of medical therapy and ecological recovery. The broad range
of methods and equipment available within the Fraunhofer
Group for Life Sciences is unrivaled at so high a concentra-
tion.

What characterizes the research performed in the Fraunhofer

Group for Life Sciences is its closeness to industrial application,

aiming to develop solutions that meet clients’ actual require-
ments. In addition, the institutes also undertake basic research

to develop the basis for future applications in industry. The
business units of the Fraunhofer Group for Life Sciences include
translational medicine research and biomedical technology,
regenerative medicine, healthy foodstuffs, industrial biotech-
nology, and research aimed at the safety of processes, chemicals,
and pesticides. The Group shows ways of preserving health
and the environment in an industrialized world and develops
new options for diagnosing and treating diseases in a setting
of a more personalized healthcare and for remediating the
environment.
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(Group Chairman)
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Central Office at the Fraunhofer ITEM
Dr. Claus-Dieter Kroggel

(Head of the Central Office)

Phone +49 511 5350-103

Fax +49 511 5350-155
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Histologische und elektronenmikroskopische Untersuchungen

der Lunge nach Inhalation von Titandioxid-Nanopartikeln bzw.
-Feinpartikeln bei der Ratte.

Tierarztliche Hochschule Hannover

Mai 2011

Histologic and ultrastructural evaluation of rat lungs after inhalation
of titanium dioxide nano particles and fine particles, respectively.
University of Veterinary Medicine Hannover

May 2011

Monika Fischer

Testung von Consumer-Sprays in der isoliert perfundierten Lunge der
Ratte — eine Alternative zu In-vivo-Untersuchungen?

Tierarztliche Hochschule Hannover

Mai 2011

Testing of consumer sprays in isolated perfused rat lungs — an
alternative to in-vivo studies?

University of Veterinary Medicine Hannover

May 2011

Ignazio Garaguso

Entwicklung von MALDI-TOF/Massenspektrometrie-basierten
Verfahren zur Erkennung und molekularen Charakterisierung von
Proteinen, Phosphoproteinen und DNA-Addukten.

Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover

Marz 2011

Development of MALDI-TOF mass spectrometry based methods
for the identification and molecular characterization of proteins,
phosphoproteins and DNA adducts.

Gottfried Wilhelm Leibniz University Hannover

March 2011
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Sandra KrauB3

Nitrostyrolderivate als potentielle neue Zytostatika in der Therapie
von Leukamien? Comet-Assay-basierte Untersuchungen zur DNA-
schadigenden und pro-apoptotischen Wirkung von B-Nitrostyrol.
Medizinische Hochschule Hannover

Februar 2011

Nytrostyrene derivatives as prospective new cytostatic drugs in the
treatment of leukemia? Comet assay-based investigations on the
DNA-damaging and pro-apoptotic properties of B-nitrostyrene.
Hannover Medical School

February 2011

Carolin Pilzner

Die funktionelle Rolle lysosomaler Proteasen bei der allergischen
Atemwegsentzindung.

Medizinische Hochschule Hannover

Juni 2011

Functional role of lysosomal proteases in allergic airway inflammation.
Hannover Medical School

June 2011

Maria Stella Ritorto

Proteomkartierung von Serum- und Lebergewebeproben von
c-Myc-transgenen Mausen zur Entdeckung von Biomarkerkandidaten
des hepatozelluldren Karzinoms (HCC).

Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover

Januar 2011

Cancer proteomics of mouse serum and liver tissue samples to
discover candidate biomarkers for hepatocellular carcinoma (HCC)

in c-Myc transgenic mice.

Gottfried Wilhelm Leibniz University Hannover

January 2011
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Simone Switalla

Charakterisierung der lokalen Atemwegsreizung und -entziindung in
PCLS nach akuter Exposition gegentiber biologischen und chemischen
Substanzen.

Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover

Januar 2011

Characterization of local respiratory irritation and inflammation after
acute exposure to biological and chemical substances in PCLS.
Gottfried Wilhelm Leibniz University Hannover

January 2011

Ann-Carina Wedekind

Einfluss von Surfactant-Protein D auf die Allergenaufnahme und
-prasentation dendritischer Zellen und Makrophagen der Lunge.
Medizinische Hochschule Hannover

November 2011

Influence of surfactant protein D on allergen uptake and presentation
by dendritic cells and macrophages in the lung.

Hannover Medical School

November 2011
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Mechanistische Untersuchungen zum toxischen und gentoxischen
Potential von trans-B-Nitrostyrol. Topoisomerase Il als potentielles
Zielenzym?

Hochschule Emden-Leer

Marz 2011

Mechanistic investigations on the toxic and genotoxic potential of
trans-B-nitrostyrene. Is topoisomerase Il a potential target enzyme?
University of Applied Sciences Emden-Leer

March 2011

Nancy Béwing

Anforderungen an ein computergestitztes System zur Verwaltung
von Medizinprodukten: Ein Pilotprojekt fur das Fraunhofer ITEM.
Fachhochschule Hannover

April 2011

Requirements to be met by a computerized system for the
administration of medical devices: a pilot project for the
Fraunhofer ITEM.

University of Applied Sciences Hannover

April 2011

Carsten Lange

Untersuchungen zum biologischen Effekt inhalierbarer Aerosole

in vitro.

Hochschule Emden-Leer

Marz 2011

Investigations into the biological effects of inhalable aerosols in vitro.
University of Applied Sciences Emden-Leer

March 2011

Melanie NeBB

Produktion, Aufreinigung und Validierung eines monoklonalen
anti-EpCAM-Antikorpers.

Hochschule Emden-Leer

Februar 2011

Manufacture, purification, and validation of a monoclonal
anti-EpCAM antibody.

University of Applied Sciences Emden-Leer

February 2011

Silke Seyock

Biologische Effekte von vielwandigen Kohlenstoffnanoréhren in
kultivierten A549-Zellen im Vergleich zu Amosit-Asbest und
Baytubes®.

Hochschule Bonn-Rhein-Sieg

August 2011

Biological effects of multi-walled carbon nanotubes in cultured
A549 cells in comparison with amosite asbestos and Baytubes®.
University of Applied Sciences Bonn-Rhein-Sieg

August 2011
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Elisabeth Apel

Untersuchungen zur Bioverfligbarkeit und Metabolisierung von
Glycidyl-Estern. Bundesinstitut fir Risikobewertung; Projektseminar.
Berlin (Germany)

November 2, 2011

Elisabeth Apel, Dr. Edith Berger-PreiB, Dr. Otto Creutzenberg

Analytics in biological samples. ILSI Europe Workshop on 3-MCPD
and Glycidyl Esters in Food Products.

Brussels (Belgium)

November 9-10, 2011

Dr. Edith Berger-Preif3

Untersuchungen zur Bioverfligbarkeit und Metabolisierung von
3-MCPD-Estern. Bundesinstitut fur Risikobewertung; Projektseminar.
Berlin (Germany)

November 2, 2011

Dr. Jochen Buschmann

An introduction into problems occurring during integration of
maternal-fetal findings into new terminology/classification.

7™ Workshop on the Terminology in Developmental Toxicology.
Berlin (Germany)

May 4-6, 2011

Dr. Otto Creutzenberg

N1: Results and evaluation of studies performed with ZnO and
amorphous SiO, nanoparticles. 13" Annual Cefic-LRI Workshop.
Brussels (Belgium)

November 16-17, 2011

Prof. Dr. Clemens Dasenbrock

Biological effects, basic mechanisms, interation mechanisms:

1. Extremely low frequencies. 2011 International Scientific conference
on EMF and Health.

Brussels (Belgium)

November 16-17, 2011
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Dr. Heinrich Ernst

Odontogenic tumours and dental dysplasias in laboratory rodents.
BSTP Pathology Module: Digestive System. University of Cambridge.
Cambridge (UK)

April 1, 2011

Dr. llona Fleischhauer

Qualitatssicherung: Audits bei klinischen Studien. Beitrag im KS-MHH-
Fortbildungskurs “Qualifikation zum Prifarzt/Prifarztin bzw. Assistenz
in klinischen Studien (Grundkurs)”.

Hannover (Germany)

March 23 and November 11, 2011

Dr. Tanja Hansen

Toxikokinetik von Glycidylpalmitat in der Ratte. Projektseminar, Bun-
desinstitut fur Risikobewertung.

Berlin (Germany)

November 2, 2011

Prof. Dr. Dr. Uwe Heinrich

Nanotechnology — Challenges and solutions via inhalation toxicology.
39" MEDICHEM Congress.

Heidelberg (Germany)

June 4, 2011

Wen will die auBeruniversitare Medizinforschung als Partner? Rektor
oder Dekan? VII. Innovationskongress der deutschen Hochschulmedizin.
Berlin (Germany)

July 15, 2011

Prof. Dr. Jens Hohlfeld

Exhaled particles as a biomarker. 10" Workshop “Models of
Asthma and COPD«. Fraunhofer ITEM.

Hannover (Germany)

January 22, 2011

Die Interaktion zwischen allergischer Entztindungsreaktion und pulmona-
lem Surfactant-System bei Asthma bronchiale. Symposium des SFB 587.
Soltau (Germany)
February 25, 2011



Wie kénnen wir pathophysiologische Veranderungen bei COPD friih-
zeitig sichtbar machen? Mussen wir dazu nur die Lunge oder auch
andere Systeme betrachten? 52. Kongress der Deutschen Gesellschaft
fir Pneumologie und Beatmungsmedizin.

Dresden (Germany)

April 10, 2011

Wirksamkeitspriifung von Medikamenten im Allergenprovokationsraum.
Qualitatszirkel des Allergiezentrums Hessen. Universitatsklinikum Marburg.
Marburg (Germany)
September 14, 2011

Unspezifische Provokationstests. Seminar beim 36. Jahreskongress der
Norddeutschen Gesellschaft fir Pneumologie.

Hamburg (Germany)

November 4, 2011

Prof. Dr. Wolfgang Koch

Estimation of the consumer inhalation risk of waterproofing aerosols.
Modern Principles of Air Monitoring (AIRMON).

Loen (Norway)

June 18-23, 2011

Ultrafine and nanoscaled particles: Properties and physical behavior.
Modern Principles of Air Monitoring (AIRMON).

Loen (Norway)

June 18-23, 2011

Prof. Dr. Norbert Krug

Can mechanisms inducing disease modification be differentiated
by studying structural endpoints in the lung? Novartis Advisory
Board Meeting.

London (UK)

May 9, 2011

Translational research at Fraunhofer ITEM. 9. Niederséchsischer
“Life Science”-Tag. International Neuroscience Institute.
Hannover (Germany)

June 23, 2011

Hightech aus der Atemwegsforschung: “Allergen Challenge Chamber”,
Exhalatanalyse und “Elektronische Nase”, GA2LEN Summer School.
Berlin (Germany)

July 1, 2011

Clinical trials in an Environmental Challenge Chamber (ECC).
Allergic Rhinitis Forum 2011, Japan Allergy Foundation.
Tokyo (Japan)

August 20, 2011

Airway research at the Fraunhofer ITEM. Biomedical Research Center
for Translational Medicine, Fudan University.

Shanghai (China)

August 23, 2011

The concept of the new Clinical Research Center (CRC) Hannover.
5™ International VPM Days. TWINCORE Hannover.

Hannover (Germany)

September 2, 2011

Asthma und Rhinitis: die Entziindung im Fokus pathophysiologischer
Aspekte. Symposium beim 6. Deutschen Allergiekongress.
Wiesbaden (Germany)

September 9, 2011

Biomarker ftr COPD - die Bedeutung der ECLIPSE-Kohorte fur
RIBOLUTION. Ribolution-Kick-off-Meeting. Fraunhofer 1ZI.
Leipzig (Germany)

September 29, 2011

" Airway Challenge” studies: from mice to men. 3 Respiration
Forum. University Hospital of South Manchester.

Manchester (UK)

November 23, 2011

Dr. Stella Marie Reamon-Biittner

Unraveling epigenetic fingerprints of smell sensitivity and dysfunction
to a better quality of life, disease diagnostics, and therapy. Workshop
Aromaforschung, Fraunhofer IVV.

Freising (Germany)

May 11-12, 2011

Dissecting epigenetic silencing complexity in mouse lung cancer cells.
Seminar, Fraunhofer IGB.

Stuttgart (Germany)

August 11, 2011

Dr. Katherina Sewald

Grundlagen der Immuntoxikologie. Fraunhofer ITEM.
Hannover (Germany)
September 29, 2011

Dr. Christina Ziemann

Wirkungsprinzipien der Gentoxizitat von Fein- und Ultrafeinstauben in
der Lunge. Dialog-Forum: Nanomaterialien am Arbeitsplatz, BAUA.
Dortmund (Germany)

January 17, 2011

Discrepancy between high clastogenic activity of trans-B-nitrostyrene
in vitro and lack in carcinogenicity might be related to inactivating
metabolism and its high reactivity towards thiol groups. 77. Jahres-
tagung der DGPT.

Frankfurt/Main (Germany)

April 1, 2011

Genetische Toxikologie — Grundlagen und Methoden unter Ber{icksichti-
gung strahleninduzierter Schaden. Abteilungsfortbildung der Abteilung
Gastroenterologie und Endokrinologie, Universitatsmedizin Gottingen.
Gottingen (Germany)

April 27, 2011
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Batke, M.; Escher, S. E.; Tluczkiewicz, I.; Aldenberg, T.; Kroese, D. E.;
Buist, H. E.; Mangelsdorf, I.

ITS RepDose: A functional integrated testing strategy for the endpoint
repeated dose toxicity. EPAA Annual Conference.

Brussels (Belgium)

November 9, 2011

Berger-Prei, E.; Behnke, W.; Hahn, S.; Kock, H.; Gerling, S;
Schréder, K.; Koch. W.

Validation of an EDP-supported model for assessing inhalation
exposure during indoor spraying processes. IndoorAir2011.
Austin, Texas (USA)

June 5-10, 2011

Ernst, H.; Lehmbecker, A.; Baumgartner, W.; Creutzenberg, O;
Dasenbrock, C.; Eydner, M.; Kolling, A.; Schaudien, D.; Rittinghausen, S.
Laryngeal lesions induced in Wistar WU rats by inhalation of nanoscaled
titanium dioxide (TiO, P, 5). 9" European Congress of Toxicologic
Pathology.

Uppsala (Sweden)

September 7-10, 2011

Fischer, M.; Dasenbrock, C.; Koch, W.

Risk assessment — Testing of consumer sprays with surface-active
agents. 30" Annual Meeting of the Association of Inhalation
Toxicologists.

Oxford (UK)

October 5-7, 2011

Hohlfeld, J. M.; Schwarz, K.

Exhaled particles as a biomarker. 10" Workshop “Models of Asthma
and COPD".

Hannover (Germany)

January 21-22, 2011

Koch, W.; Dunkhorst, W.; Lédding, H.

Langzeiterfahrung mit dem photometrischen On-line-Verfahren zur
Messung von PM;q und PM; 5 in der AuBenluft. Neue Entwicklungen
bei der Messung und Beurteilung der Luftqualitdt, UMTK 2011.
Baden-Baden (Germany)

May 11-12, 2011

172 173

Konnecker, G.; Regelmann, J.; Grcar, M.

Use of Perboric Acid, Sodium Salt (PBS) — Has REACH improved
our state of knowledge on the risk for the aquatic environment?
In: Abstract book EMERG P31, 179. International Conference on
Chemistry and the Environment (ICCE 2011).

Zurich (Switzerland)

September 11-15, 2011

Kolling, A.; Buschmann, J.; Ernst, H.; Lehmbecker, A.; Rittinghausen, S.;
Schaudien, D.; Rusch, G. M.

Unexpected brain lesions in lactating Sprague-Dawley rats in a
two-generation inhalation reproductive toxicity study with penta-
fluoropropane. 9™ European Congress of Toxicologic Pathology.
Uppsala (Sweden)

September 7-10, 2011

Lewin, G.; Muller, M.; Braun, A.; Buschmann, J.

Development of immunological characteristics in newborn rats,
PND 2-21. 39" Conference of the European Teratology Society.
Gent (Belgium)

September 4-7, 2011

Licht, O.; Wibbertmann, A.

Toxikologische Bewertung von Extractables & Leachables:

Wie kann die Sicherheit der Patienten gewdhrleistet werden?

In: VDI-Verlag, Dusseldorf, p. 99-105. 1. VDI-Konferenz Extractables
& Leachables 2011: Anforderungen an medizintechnische Produkte
und Verpackungen.

Munich (Germany)

July 6-7, 2011

Liebig, M.; Floeter, C.; Hahn, T.; Wenzel, A.

Development of risk mitigation measures within registration and
authorisation of human and veterinary pharmaceuticals. SETAC
Europe 21% Annual Meeting.

Milan (Italy)

May 15-19, 2011

Mann, P. C.; Vahle, J. L.; Keenan, C. M.; Baker, J. F; Bradley, A. E;
Goodman, D. G.; Harada, T.; Herbert, R.; Kaufmann, W.; Kellner, R.;
Nolte, T.; Rittinghausen, S.; Tanaka, T.

INHAND: international harmonization of nomenclature and diagnostic
criteria for lesions in rats and mice — an update. 9" European Congress
of Toxicologic Pathology.

Uppsala (Sweden)

September 7-10, 2011



Metcalfe, M.; Koch, W. E.; Turner, G.

Break up testing of wasteform materials. Geological disposal of
radioactive waste: Underpinning Science and Technology.
Loughborough (UK)

October 18-20, 2011

Ritter, D.; Knebel, J.

Toxicological characterization of inhalable substances and aerosols in
vitro: Enhancement of experimental methods by in situ fluorescence
analysis of the cellular status during exposure. 47" Congress of the
European Societies of Toxicology.

Paris (France)

August 28-31, 2011

Ritter, D.; Knebel, J.

Improvement of experimental methods for toxicological characteriza-
tion of inhalable substances in vitro by in situ analysis of the cellular
status based on fluorescence stainings. In: Archives of Pharmacology,
Vol. 383, Suppl. 1, March 2011, 89. 77" Annual Meeting of the
Deutsche Gesellschaft fur Experimentelle und Klinische Pharmakologie
und Toxikologie.

Frankfurt/Main (Germany)

March 30 - April 1, 2011

Ruhl-Fehlert, C.; Halm, S.; Rittinghausen, S.; Rinke, M.

Spontaneous incidences of thymomas in rodent carcinogenicity studies.
30" Annual Symposium Society of Toxicologic Pathology, STP.

Denver (USA)

June 19-23, 2011

Schaudien, D.; Lewin, G.; Rittinghausen, S.; Ernst, H.

Hyaline glomerulopathy in a CD-1 mouse. 9" European Congress of
Toxicologic Pathology.

Uppsala (Sweden)

September 7-10, 2011

Schwarz, K.; Biller, H.; Koch, W.; Hohlfeld, J. M.

Physical breath aerosol characterization for particle-based pulmonary
diagnostics. 18™ Congress of the International Society for Aerosols
in Medicine.

Rotterdam (The Netherlands)

June 18-22, 2011

Schwarz, K.; Hohlfeld, J. M.; Koch, W.

Single breath particle size characterization — a technique for detection
of alterations in small airway physiology? 18" Congress of the Inter-
national Society for Aerosols in Medicine.

Rotterdam (The Netherlands)

June 18-22, 2011

Schwarz, K.; Hohlfeld, J. M.; Koch, W.

Der Einfluss der Gravitation auf das PartikelgréBenspektrum endogen
generierter exhalierter Partikel. Workshop “Gesundheitsforschung

im Raumfahrtprogramm* des Deutschen Zentrums fur Luft- und
Raumfahrt und der Deutschen Sporthochschule Kaln.

Cologne (Germany)

September 27-28, 2011

Seehase, S.; Lauenstein, H.-D.; Zoller, M.; Kaup, F.-J.; Schlumbohm, C.;
Sewald, K.; Braun, A.; Knauf, S.

Der WeiBbuschelaffe als translationales Tiermodell fur entztindliche
Atemwegserkrankungen des Menschen. Herbsttreffen der Sektion
Zellbiologie der DGP.

Homburg/Saar (Germany)

November 11-12, 2011

Smirnova, L.; Pirow, R.; Liebsch, M.; Tharmann, J.; Luch, A.;

Bauer, M.; Graebsch, C.; Linsel, G.; Siemers, R.; Otto, C.; Troller, S.;
Muller, N.; Berger-PreiB, E.; Kock, H.; Oertel, A.; Ritter, D.; Knebel, J.
Air/liquid interface technique as an alternative in vitro testing strategy
for detecting biological effects of volatile compounds. First results and
future perspectives of an ongoing prevalidation study (P). In: ALTEX
28, Special Issue, Montreal 2011, 113. 8" World Congress on Alter-
natives and Animal Use in Life Sciences.

Montreal (Canada)

August 21-25, 2011

Smirnova, L.; Liebsch, M.; Tharmann, J.; Pirow, R.; Luch, A.; Bauer, M.;
Graebsch, C.; Linsel, G.; Siemers, R.; Otto, C.; Berger-Prei3, E.; Kock, H.;
Oertel, A.; Ritter, D.; Knebel, J.

Testing of the toxicity of volatile compounds on human lung cells
using the air-liquid interface (ALI) culturing and exposure technique:

a prevalidation study (P). IVTIP Spring 2011 Meeting in collaboration
with ESTIV and CAAT.

Monte Carlo (Monaco)

April 26-28, 2011

Stauber, J.; Hahn, T.; Dobson, S.; Howe, P; Kielhorn, J.; Koennecker, G.;
Diamond, J.; Lee-Steere, C.; Schneider, U.; Sugaya, Y.; Taylor, K.;

Van Dam, R.

Sources of variability in environmental hazard assessment of chemicals
in aquatic systems: an international analysis. International Conference
on Deriving Environmental Quality Standards for the Protection of
Aquatic Ecosystems (EQSPAE — 2011). University of Hong Kong.
December 3-7, 2011

Switalla, S.; Ritter, D.; Knebel, J.; Dasenbrock, D.; Braun, A.; Sewald, K.
Cigarette smoke exposed precision-cut lung slices (PCLS) as a new in
vitro model for smoke induced toxicity. 50" Anniversary and Annual
Meeting of the Society of Toxicology, SOT.

Washington D.C. (USA)

March 6-10, 2011
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MITARBEIT IN GREMIEN
ACTIVE PARTICIPATION IN COMMITTEES

Dr. Edith Berger-Preil3

Working group on phthalate measurement “Messen von Phthalaten”

of the Association of German Engineers (VDI)

Working group on analyses in biological materials “Analysen in bio-
logischen Materialien« of the German Research Foundation (DFG)

Reviewer for international journals in analytics and biomonitoring

Dr. Annette Bitsch

Commission on food additives, flavorings, and processing aids
“Lebensmittelzusatzstoffe, Aromastoffe und Verarbeitungshilfen«
of the German Federal Institute for Risk Assessment (BfR)

Expert panel on wood preservatives in timber construction of the
German Federal Institute for Construction Technology (DIBt)

Working committee on probabilistic exposure and risk assessment
“Probabilistische Expositionsabschatzung«

Prof. Dr. Armin Braun

Reviewer for international journals in respiratory medicine and
immunology (incl. American Journal of Respiratory and Critical Care
Medicine and Journal of Allergy and Clinical Immunology)

Reviewer for international foundations (incl. The Swedish Foundation
for Strategic Research and the Fonds National de la Recherche
Luxembourg)

PhD commission of the Hannover Medical School (MHH)

Scientific advisory committee of the German Society for Allergology
and Clinical Immunology (DGAKI)
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Dr. Jochen Buschmann

Working committee on reproductive toxicity “AK Reproduktions-
toxizitat” of the toxicology advisory board of the German Committee
on Hazardous Substances (AGS)

Dr. Otto Creutzenberg

Reviewer for international journals in particle and fiber toxicology
(Particle and Fibre Toxicology, Inhalation Toxicology)

Prof. Dr. Clemens Dasenbrock

Committee on Non-lonizing Radiation, German Radiation Protection
Board (SSK)

Editorial board of the journal “Experimental and Toxicologic Pathology”

Treasurer of the German Society for the Promotion of Biomedical
Research

IARC Working Group member for Volume 102 of the IARC Monographs
on Radiofrequency Electromagnetic Fields
Dr. lvan Dobrev

Temporary advisor in the WHO International Program on Chemical
Safety (IPCS)

International WHO working group for the preparation of International
Chemical Safety Cards (ICSC)



Dr. Heinrich Ernst
Editorial board of the journal “Experimental and Toxicologic Pathology”

“Guess What"” Committee of the European Society of Toxicologic
Pathology (ESTP)

INHAND (International Harmonization of Nomenclature and Diagnostic
Criteria) organ working groups “Soft Tissue” and “Skeletal System”

Reviewer for the international journal “Toxicologic Pathology”

Dr. llona Fleischhauer

Working groups on GLP quality assurance/control “GLP: Qualitats-
sicherung/Uberwachung”, GLP analytics “GLP: Analytik”, and GCP
quality management “GCP: Qualitdtsmanagement” of the German
Society for Good Research Practice (DGGF)

Dr. Rainer Fuhst

Invited specialist for Volume 103 of the IARC Monographs on the
Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans: Bitumen and bitumen
fumes, and some heterocyclic aromatic hydrocarbons

Dr. Stefan Hahn

Working committee on chemical risk assessment “Chemikalien-
bewertung” (deputy head) of the division of environmental chemistry
and exotoxicology “Umweltchemie und Okotoxikologie” within the
German Chemical Society (GDCh)

Prof. Dr. Dr. Uwe Heinrich

Research Committee of the Health Effects Institute (HEI), Boston, USA

DFG Senate Commission for the Investigation of Health Hazards of
Chemical Compounds in the Work Area (MAK Commission)

Working group on “Dusts” of the MAK Commission
Ad hoc working group on “Nanoparticles” of the MAK Commission

Ad hoc working group on “Metals” of the MAK Commission

Subcommittee Il of the Committee on Hazardous Substances under
the German Federal Minister of Labor and Social Affairs

Working group on “Fibers and Dusts” of the Subcommittee Ill of
the Committee on Hazardous Substances under the German Federal
Minister of Labor and Social Affairs

Working group on “Metals” (chairman) of the Subcommittee Ill of
the Committee on Hazardous Substances under the German Federal
Minister of Labor and Social Affairs

Committee supporting the public authorities responsible for the
approval of animal experiments (Animal Protection Commission)

Invited member of the working groups on particles, fibers, diesel
engine exhaust, polycyclic aromatic hydrocarbons, metals, irritant
gases, and air pollution for the compilation of IARC Monographs
on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans

WHO working groups on air pollution and IPCS issues
Scientific advisory committee of the German Federal Institute for
Drugs and Medical Devices (Bundesinstitut fur Arzneimittel und

Medizinprodukte, BfArM)

Advisory committee of the Institute for Prevention and Occupational
Medicine (IPA) of the German Social Accident Insurance (DGUV)

Advisory committee “VDI Area of Competence Biotechnology” of
the Association of German Engineers (VDI)

|

Editorial board of the journal “Umweltmedizin in Forschung und Praxis”

Editorial board of the “International Journal of Hygiene and
Environmental Health”

Co-editor of the manual “Gefdhrdungsabschatzung von Umwelt-
schadstoffen” (hazard assessment of environmental pollutants)

Chairman of the Fraunhofer Group for Life Sciences

Presidential Council of the Fraunhofer-Gesellschaft
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Prof. Dr. Jens Hohlfeld

Reviewer for international journals (incl. American Journal of
Respiratory and Critical Care Medicine, European Respiratory Journal,
Journal of Allergy and Clinical Immunology)

External expert for the German Research Foundation (DFG)

Deputy spokesman of the DFG Collaborative Research Center SFB 587
“Immune Reactions of the Lung in Infection and Allergy”

Dr. Heinz-Gerd Hoymann

IMI (Innovative Medicines Initiative), Unbiased Biomarkers for the Pre-
diction of Respiratory Disease Outcomes (U-BIOPRED), Work package 6
Dr. Rupert Kellner

Councilor for electronic communication and member of the Executive
Board of the European Society of Toxicologic Pathology (ESTP)

Global Editorial and Steering Committee (GESC) for the initiative
“International Harmonization of Nomenclature and Diagnostic
Criteria for Lesions in Rats and Mice” (INHAND)

Prof. Dr. Wolfgang Koch
Editorial board of the “Journal of Aerosol Science”

Lecturer at the Technical University of Clausthal-Zellerfeld on
dissemination of pollutants in the atmosphere and on aerosols in
the environment

Dr. Gustav Kénnecker

Working committee on European chemicals policy “Européische
Chemikalienpolitik” of the state government of the Land Lower
Saxony (“Energie- und Ressourceneffizienz”, 6™ governmental
commission)

Working committee on soil chemistry and soil ecology “Bodenchemie
und Bodendkologie” of the division of environmental chemistry

and exotoxicology “Umweltchemie und Okotoxikologie” within the
German Chemical Society (GDCh)
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Prof. Dr. Norbert Krug

Reviewer for international journals in respiratory medicine and allergy
(incl. American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine,
Thorax, European Respiratory Journal, Journal of Allergy and Clinical
Immunology, Allergy, and Clinical and Experimental Allergy)

External expert for the German Research Foundation (DFG)

Panel of non-university health research institutions “Ausschuss
der nicht-universitaren Forschungseinrichtungen in der Gesundheits-
forschung” of the German Health Research Council (GFR)

Scientific advisory board of the German Society for Allergology and
Clinical Immunology (DGAKI)

Dr. Oliver Licht

Working committee on chemical risk assessment “Chemikalien-
bewertung” of the division of environmental chemistry and
exotoxicology “Umweltchemie und Okotoxikologie” within the
German Chemical Society (GDCh)

Working committee on regulatory toxicology “Regulatorische Toxikologie”
of the German Society of Toxicology within the German Society of
Clinical and Experimental Pharmacology and Toxicology (DGPT)
Member of the public relations committee of the German Society of
Toxicology within the German Society of Clinical and Experimental
Pharmacology and Toxicology (DGPT)

Lecturer at the RWTH Aachen University on toxicology and risk
assessment

Dr. Norbert Liithe

Working group on electronic data processing “EDV” of the German
Society for Good Research Practice (DGGF)

Fraunhofer quality management network



Dr. Inge Mangelsdorf

Commission on indoor air hygiene “Innenraumlufthygiene” of the
German Federal Environmental Agency

Temporary advisor in the WHO International Program on Chemical
Safety (IPCS)

Priv.-Doz. Dr. Susanne Rittinghausen

Editorial board of the journal “Experimental and Toxicologic Pathology”

Co-optive member of the ESTP board: representative for nomenclature
and RITA

Global Editorial and Steering Committee (GESC) for the initiative
“International Harmonization of Nomenclature and Diagnostic
Criteria for Lesions in Rats and Mice” (INHAND)

“Guess What"” Committee (chair) of the European Society of
Toxicologic Pathology (ESTP)

INHAND (International Harmonization of Nomenclature and
Diagnostic Criteria) organ working groups “Respiratory System”,
“Endocrine System”, and “Soft Tissue"”

Reviewer for the international journal “Toxicologic Pathology”

Dr. Katrin Schroder

Working committee on probabilistic exposure and risk assessment
“Probabilistische Expositions- und Risikoabschatzung”

Commission on exposure assessment and exposure standardization
“Expositionsschatzung und -standardisierung” of the German Federal
Institute for Risk Assessment (BfR)

Dr. Sven Schuchardt
Associate editor of the journal “Biological Chemistry”

Speaker of the Society for Biochemistry and Molecular Biology (GBM)
study group “Bioanalytics”

Reviewer for international journals in biochemistry and analytics
(incl. Journal of Proteome Research, Electrophoresis, Proteomics,
and Talanta)

Dr. Holger Ziehr

Association of German Engineers (VDI) committee 6305 “Technical
Good Manufacturing Practice”

Dr. Christina Ziemann

Working group “Genotoxicity” of the DIN Standardization Committee
119.01.03.07.03

Member of the GUM working group on threshold mechanisms of
genotoxins
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FORSCHUNGSPROJEKTE

RESEARCH PROJECTS

National
National

BMBF

Kompetenznetz “Die Virtuelle Leber”

BMBF-Programm “Auswirkungen synthetischer
Nanomaterialien auf den Menschen” (NanoCare)

Projekt: CarbonBlack
Pradiktion humantoxikologischer Wirkung synthetischer Carbon-
Black-Nanopartikel

Projekt: CarboTox
Entwicklung von Screening-Verfahren zur Untersuchung eines
moglichen kanzerogenen Potenzials von Carbon-Nanotubes

BMBF-Programm “Ersatz und Erganzungsmethoden zum
Tierversuch”

Erweiterte Prévalidierungsstudie zur Prifung der toxischen Wirkung
von inhalativ wirksamen Stoffen (Gasen) nach Direktexposition von
Lungenzellen des Menschen an der Luft-/Flussigkeitsgrenzschicht

BMBF-Programm “Vermeidung von Tierversuchen”

Validierung des Ex-vivo-Modells PCLS zur Pradiktion respirations-
toxikologischer Effekte

Bundesamt fiir Strahlenschutz

Einfluss niederfrequenter elektromagnetischer Felder auf das sich ent-
wickelnde blutbildende System, das Immunsystem und das ZNS in vivo

Ermittlung der Zeitabhangigkeit der Resuspension partikelgebundener
radioaktiver Kontaminationen von urbanen Oberflachen unter Bertick-
sichtigung unterschiedlicher Umwelteinflisse und GegenmaBnahmen

Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA)

Validierung eines DV-gestutzten Modells zur Abschatzung der inhalativen
und dermalen Exposition bei Sprayprozessen. Forschungsvorhaben F 2137
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Gentoxischer Wirkmechanismus von Fein- und Ultrafeinstauben in der
Lunge. Forschungsprojekt F 2135

Dispersion und Retention von Stduben mit ultrafeinen Primarpartikeln
in der Lunge. Forschungsprojekt F 2133

Toxische Wirkungen verschiedener Modifikationen eines Nanopartikels
nach Inhalation. Forschungsprojekt 2246

Bundesinstitut fiir Risikobewertung (BfR)

Subakute Toxizitatsstudien mit 3-MCPD-Diester bzw. 3-MCPD mit
anschlieBender Proteomik-Analyse

Toxikokinetikstudie zur Charakterisierung der Aufnahme und
Verteilung von Silbernanopartikeln in Wistar-Ratten

Bundesministerium fir Umwelt, Naturschutz und Reaktorsicherheit

Entwicklung einer Strategie zur Bildung von Kategorien und Definitionen
neuer Kategorien fUr die Endpunkte subakute, subchronische und
chronische Toxizitat zur Minimierung von Tierversuchen unter REACH

DFG

From Regenerative Biology to Reconstructive Therapy (REBIRTH).
Excellenzcluster

DFG-Paketantrag “Diagnostik und Verlaufskontrolle von
Lungenerkrankungen anhand exhalierter Aerosole”

Diagnostik und Verlaufskontrolle von Lungenerkrankungen anhand
exhalierter Aerosole beim Menschen

Graduiertenkolleg 1441 “Regulation der allergischen Antwort
in Lunge und Haut”

Prevention of allergic inflammation and asthma by the synthetic
TLR2/6 agonist MALP

Bedeutung des Lungenkollektins Surfactant-Protein A und D fur die
Toll-like-Rezeptor-Agonisten-modulierte allergische Entziindung



SFB 587 “Immunreaktionen der Lunge bei Infektion und Allergie”
Neuroimmune Interaktion beim Asthma bronchiale. Projekt B4

Interaktion zwischen pulmonalem Surfactant-System und allergischer
Entziindung beim Asthma bronchiale. Projekt B8

Zelluldre Beeinflussung der allergischen Entztindung beim Asthma.
Projekt B9

Lungenfunktionsmessungen. Projekt Z2

Umweltbundesamt

Verfahren der gesundheitlichen Stoffbewertung des FB Il - ein
Methodenvergleich von nationalen und internationalen Bewertungs-
grundlagen. FuE-Vorhaben 363 01 274

Kanzerogenitat und Mutagenitat von Nanopartikeln — Bewertung
des bisherigen Wissens als eine Grundlage fir eine Regulation.
FuE-Vorhaben 3709 61 220

Toxikologie von Nanopartikeln, Wirkmechanismen und Kanzero-
genitat. FUE-Vorhaben 3710 62 221

Human-Biomonitoring von “neuen” Schadstoffen (GUB), Teilvor-
haben 1: Erstellung von Stoffdossiers fur funf Stoffe/Stoffgruppen.
FuE-Vorhaben 3710 62 220 1

Untersuchung von nicht-lipidbasiertem Bioakkumulationsverhalten
von Stoffen. FUE-Vorhaben 3711 63 405/01

Entwicklung von wirksamen MaBnahmen zur Verringerung des Umwelt-
risikos von Tier- und Humanarzneimitteln. FUE-Vorhaben 3709 65 403

International
International

EU project: ACuteTox

Research project for alternative testing

EU project: ARIMMORA

Advanced research on interaction mechanisms of electromagnetic
exposures with organisms for risk assessment

EU project: Chemscreen

Chemical substance in-vitro/in-silico screening system to predict
human- and ecotoxicological effects

EU project: Detective

Detection of endpoints and biomarkers for repeated-dose toxicity
using in-vitro systems

EU project: Emphysema versus Airway Disease (EvA)

Markers for emphysema versus airway disease in COPD

EU project: E-TEAM

Evaluation of tier 1 exposure assessment models under REACH

EU project: Innovative Medicines Initiative (IMI)
“Understanding Severe Asthma”

Unbiased biomarkers for the prediction of respiratory disease
outcomes (U-BIOPRED)

WP3 Cross-sectional and longitudinal cohort

WP4 Bronchoscopy studies

WP5 Clinical models

WP6 Pre-clinical laboratory models

EU project: NANODEVICE

Novel concepts, methods, and technologies for the production of
portable, easy-to-use devices for the measurement and analysis of
airborne engineered nanoparticles in workplace air

EU project: OPENTOX

An interoperable predictive toxicology framework

EU project: OSIRIS

Optimized strategies for risk assessment of industrial chemicals
through integration of non-test and test information

EU project: SEAWIND

Sound exposure and risk assessment of wireless network devices

EU project: SENS-IT-IV

Novel testing strategies for in-vitro assessment of allergens

EU project: SILICOAT

Industrial implementation of processes to render RCS safer in
manufacturing processes
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NAMES, DATES,

KOOPERATIONEN MIT INSTITUTIONEN UND

HOCHSCHULEN

COOPERATION WITH INSTITUTIONS AND

UNIVERSITIES

National
National

Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA), Berlin
und Dortmund
Bundesministerium fur Ernahrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz

Bundesanstalt fir Gewasserkunde (BfG), Referat Biochemie/
Okotoxikologie (G3), Koblenz

Bundesanstalt fur Landwirtschaft und Erndhrung, Bonn

Bundesinstitut fur Risikobewertung (BfR), Berlin

Charité fir Padiatrie m. S. Pneumologie und Immunologie, Berlin

— Institut fur Arbeitsmedizin

— Institut fur Klinische Pharmakologie

Deutsches Primatenzentrum, Goéttingen

Forschungszentrum Borstel

— Abteilung Klinische Medizin, Laborgruppe Molekulare und Klinische
Allergologie

— Abteilung Immunchemie und Biochemische Mikrobiologie,

Laborgruppe Lungenpharmakologie

Georg-August-Universitat Gottingen, Zentrum fur Pharmakologie
und Toxikologie, Abteilung Pharmakologie

Hannover Clinical Trial Center (HCTC), Hannover

Helmholtz-Zentrum Munchen — Deutsches Forschungszentrum fur
Gesundheit und Umwelt

Helmholtz-Zentrum fir Infektionsforschung, Braunschweig, Abteilung
Vakzinologie und angewandte Mikrobiologie
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Helmholtz-Zentrum fur Umweltforschung GmbH — UFZ, Leipzig

Institut fUr Pravention und Arbeitsmedizin der Deutschen Gesetzlichen
Unfallversicherung, Institut der Ruhr-Universitat Bochum (IPA)

Institute of Pharmacology and Preclinical Drug Safety (IPAS),
Nycomed GmbH, Barsbuttel

Justus-Liebig-Universitat GieBen, Institut fir Anatomie und Zellbiologie

Krankenhaus GroBhansdorf, Zentrum fir Pneumologie und
Thoraxchirurgie

Leibniz Universitat Hannover, Institut fir Anorganische Chemie

Medizinische Hochschule Hannover

— Abteilung Anatomie

— Abteilung Dermatologie

— Abteilung Diagnostische Radiologie

— Abteilung Immunologie

— Abteilung Klinische Pharmakologie

— Abteilung Padiatrische Pneumologie

— Abteilung Pneumologie

— Abteilung Zahnerhaltung und Paradontologie
— Exzellenzcluster REBIRTH

RWTH Aachen, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie

Technische Universitat Braunschweig
— Institut fur Pharmazeutische Technologie
— Institut fur Biotechnologie

Technische Universitat Clausthal-Zellerfeld, Institut fir Mechanische
Verfahrenstechnik

Tieraztliche Hochschule Hannover
— Institut fur Pathologie
— Institut fur Tierschutz und Verhalten



TWINCORE, Zentrum fur Experimentelle und Klinische Infektions-
forschung, Hannover

Universitat Freiburg, Abteilung Pneumologie
Universitat Konstanz, Molekulare Toxikologie
Universitat Leipzig, Institut fir Pharmazie
Universitat Mainz, Abteilung Pneumologie

Universitat Rostock, Medizinische Fakultat/Klinik und Poliklinik fir
Innere Medizin, Abteilung ftr Pneumologie

Universitat Ulm, Institut fur Humangenetik

Zentrum fur Allergie- und Umweltmedizin (ZAUM), Minchen
International

International

BioME W. L. L., Manama (Bahrain)

Environmental Risk and Health Unit, Flemish Institute for Technolog-
ical Research (VITO NV), Centre for Advanced R&D on Alternative
Methods (CARDAM), Boeretang (Belgium)

Fraunhofer USA — Center for Molecular Biotechnology, Newark, DE (USA)
GlaxoSmithKline Services Unlimited, Brentford (UK)

Health Canada, Ottawa (Canada)

Hebrew University of Jerusalem, School of Pharmacy, Jerusalem (Israel)
Imperial College, London (UK)

Istituto Superiore di Sanita Rome (ltaly)

IT'IS Foundation for Research on Information Technologies in Society,
Zurich (Switzerland)

Johns Hopkins Asthma and Allergy Center, Baltimore, MD (USA)
McMaster University Medical Centre, Hamilton, Ontario (Canada)

National Institute of Cancer Research, Genoa (ltaly)

National Institute of Environmental Health Sciences (NIEHS), Research
Triangle Park, NC (USA)

National Institutes of Health, New Bethesda, MD (USA)
OECD QSAR Expert Group (France)

Queensland Clinical Trials Network (QCTN), Toowong, Queensland
(Australia)

RIVM National Institute of Public Health and the Environment,
Bilthoven (The Netherlands)

TNO Quiality of Life, Zeist (The Netherlands)
University of Amsterdam, Academic Medical Center (The Netherlands)

University of Basel, Institute of Biochemistry and Genetics (Switzer-
land)

University of Kazan (Russia)

University of Milan, Department of Organic Chemistry (ltaly)
University of North Carolina, Chapel Hill, NC (USA)

University of Oklahoma Health Sciences Center,

Department of Medicine, Pulmonary and Critical Care Division,
Oklahoma City (USA)

University of Pennsylvania Medical Center, Philadelphia, PA (USA)
University of Siena, Faculty of Pharmacy (Italy)

University of Southampton (UK)

University of Trento (Italy)

University of Uppsala (Sweden)

University of Virginia, Charlottesville, VA (USA)

US Environmental Protection Agency (EPA), Chapel Hill, NC (USA)

US Environmental Protection Agency (EPA), Washington, DC (USA)

World Health Organization (WHO), Geneva (Switzerland)
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GASTWISSENSCHAFTLER

VISITING SCIENTISTS

Dr. C. Frieke Kuper

TNO Research Group Quality and Safety, Zeist (The Netherlands)

Colin Mitchell
VOCscan AG, Mellingen (Switzerland)

Prof. Dr. Shamil Zaripov
University of Kazan (Russia)

PREISE FUR WISSENSCHAFTLICHE ARBEITEN
PRIZES FOR SCIENTIFIC WORK

Monika Batke

Bestes Poster mit dem Titel »ITS RepDose: A functional integrated
testing strategy for the endpoint repeated dose toxicity«.
Jahrestagung der EPAA. Briissel (Belgien), 9. November 2011

Best poster award for “ITS RepDose: A functional integrated testing
strategy for the endpoint repeated dose toxicity”.

Annual Conference of the European Partnership for Alternative
Approaches to Animal Testing (EPAA). Brussels (Belgium),
November 9, 2011

Christoph Klein

Dr.-Josef-Steiner-Krebsforschungspreis 2011 fur seine grundlegenden
Arbeiten zur Entdeckung und molekularen Analyse von zirkulierenden
Krebszellen in Patienten.

Bern (Schweiz), 7. Oktober 2011

Dr. Josef Steiner Cancer Research Prize 2011 for his basic research into
the detection and molecular analysis of disseminated cancer cells in
patients.

Bern (Switzerland), October 7, 2011
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Katharina Schwarz

Bester Vortrag mit dem Titel »Single Breath Particle Size
Characterization — a Technique for Detection of Alterations in

Small Airway Physiology?«

18. Kongress der Internationalen Gesellschaft fur Aerosole in der
Medizin, Rotterdam (Niederlande), 18.-22. Juni 2011

Best oral presentation award for “Single Breath Particle Size Charac-
terization — a Technique for Detection of Alterations in Small Airway
Physiology?”

18" Congress of the International Society for Aerosols in Medicine,
Rotterdam (The Netherlands), June 18-22, 2011



MESSEN, KONGRESSE UND SEMINARE
EXHIBITIONS, CONGRESSES, AND WORKSHOPS

October 11-13, 2011
Biotechnica 2011
Hannover (Germany)

June 28-30, 2011
BIO International Convention 2011
Washington D. C. (USA)

March 23-24, 2011
Forum Life Science 2011
Munich (Germany)

March 6-10, 2011

SOT 2011

Annual Meeting of the Society of Toxicology
Washington D. C. (USA)

February 8-10, 2011

HuLST Expo

Trade fair for manufacturing tests in the life sciences
Cologne (Germany)

January 21-22, 2011
10" Workshop “Models of Asthma and COPD”
Fraunhofer ITEM, Hannover (Germany)
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