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VORWORT

Liebe Leserinnen und Leser,

die Gesundheitsforschung nimmt einen breiten Raum der Arbeiten des Fraunhofer ITEM ein,
und mit dem Bau des Hannover Center for Translational Medicine (HCTM), der in diesem Jahr
beginnt, wird die Infrastruktur fur die Durchfihrung von frithen klinischen Studien auf hochs-
tem internationalen Niveau geschaffen. Durch die kooperative Nutzung dieses Zentrums fur
medizinische Translationsforschung mit der Medizinischen Hochschule Hannover und dem
Helmholtz-Zentrum fur Infektionsforschung erhélt das HCTM zukunftsweisenden Charakter in
der Forschungslandschaft Deutschlands. Die feierliche Grundsteinlegung wird am 5. Mai dieses
Jahres erfolgen. Ein guter Anlass, an diesem Tage auch das 30-jahrige Bestehen des Fraunhofer
ITEM mit seinen Freunden, Forderern, Kunden und Mitarbeitern zu feiern.

Im vergangenen Jahr wurde auch der Weg bereitet fiir die Teilnahme an zwei neuen deutschen
Zentren der Gesundheitsforschung. Die Bundesregierung hat noch im Dezember 2010 das
»Rahmenprogramm Gesundheitsforschung« auf den Weg gebracht und damit die Einrichtung
von sechs nationalen Gesundheitszentren, die sich mit groBen Volkskrankheiten wie Diabetes,
neurodegenerativen Erkrankungen, Krebs, Herz-Kreislauf- und Lungenerkrankungen sowie In-
fektionskrankheiten beschaftigen werden. Primares Ziel dieser Gesundheitszentren — die aus-
gewiesene universitare und auBeruniversitare Forschungseinrichtungen zusammenbringen —

ist die Translation von Forschungsergebnissen in erfolgreiche neue Therapien. Das ITEM wird
Mitglied in dem Gesundheitszentrum fur Lungenkrankheiten sein und Gber das HCTM bringt
es sich auBerdem in dem Gesundheitszentrum fur Infektionskrankheiten ein.

Damit erfahrt die Gber 30 Jahre im Fraunhofer ITEM aufgebaute Expertise in der toxikologischen
und pharmakologischen Wirkungsforschung in der Lunge eine Verstarkung auf dem Gebiet der
Entwicklung neuer therapeutischer Produkte und Technologien zur Behandlung von Lungen-
krankheiten.

Seit 10 Jahren werden am Fraunhofer ITEM frihe klinische Studien durchfihrt, und das Institut
ist damit in der Lage, den »Proof of Concept in Man« fir neue Medikamente gegen entziind-
liche und allergische Erkrankungen des Respirationstraktes zu erbringen. Der in der Pharmafor-
schung und -entwicklung aus verschiedenen Griinden kritische Ubergang von der praklinischen
zur klinischen Entwicklung ist ein sehr intensiver Forschungsbereich des ITEM. Wie kénnen die
Modellsysteme der Praklinik in ihrer Pradiktivitat beztglich Vertraglichkeit und Wirksamkeit
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Hannover Center for
Translational Medicine (HCTM)
im Modell

neuer Medikamente fur den Zielorganismus Mensch verbessert werden, und wie kann also die
Erfolgswahrscheinlichkeit von neuen Produktentwicklungen in der frihen klinischen Testung
erhéht werden?

Das endgultige Ziel der medizinischen Translationsforschung ist der Nachweis der Wirksamkeit
und der Vertraglichkeit eines Medikamentenkandidaten beim Patienten. Auch wenn die Pro-
bandenzahlen fir solche frihen klinischen Studien nicht sehr hoch sind, kdnnen diese Studien
nur dann durchgefhrt werden, wenn eine nach dem Arzneimittelgesetz und unter zertifizier-
ten GMP-Bedingungen (»Good Manufacturing Practice«) hergestellte klinische Prifware vorliegt.
Gerade bei rekombinant hergestellten Biopharmazeutika ist die Entwicklung des Herstellungs-
prozesses und die anschlieBende GMP-Produktion aber meist sehr aufwéndig, und die Transla-
tion kommt haufig an diesem Punkt der Pharmaentwicklung — besonders bei ¢ffentlich geforder-
ten Forschungsarbeiten, bei Ausgriindungen sowie kleinen und mittleren Pharma- und Biotech-
firmen — ganz erheblich ins Stocken oder sogar zum Abbruch. Hier bietet das Fraunhofer ITEM
mit seiner pharmazeutischen Biotechnologie sowohl die fachliche Kompetenz fiir die Entwick-
lung des Herstellungsprozesses als auch die Ausstattung und Expertise, die klinische Prifware
nach GMP-Bedingungen herzustellen, testspezifisch abzuftllen und fur die klinische Prifung
freizugeben.

Damit ist das Fraunhofer ITEM fur alle Phasen der Pharmaforschung und Pharmaentwicklung
sowohl ein kompetenter Forschungspartner fir gemeinsame Entwicklungsprojekte als auch ein
Dienstleister fir gezielte Auftragsforschungsarbeiten. Einen Uberblick Gber unser Themenspek-
trum und einige Beispiele aus der aktuellen Forschung finden Sie in dem vorliegenden Jahres-
bericht 2010.

Unsere Erfolge waren nicht moglich gewesen ohne das Engagement der Mitarbeiter, der Kura-
toren, Forderer und Kunden — lhnen allen danke ich herzlich und freue mich auf eine weitere
gute Zusammenarbeit.

/2 i
Prof. Dr. Dr. Uwe Heinrich
Geschaftsfihrender Institutsleiter

30 Jahre
im Auftrag der Zukunft.
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THEMEN

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-Instituts fur Toxikologie und experimen-
telle Medizin ITEM. Einen Schwerpunkt bildet die Atemwegs-
forschung: Uber die Lunge werden unzahlige luftgetragene
Substanzen — Schadstoffe und auch Arzneimittel — aufgenom-
men. Gemeinsam mit unseren Kunden aus Industrie und Be-
horden entwickeln und prufen wir neue Medikamente gegen
Atemwegserkrankungen — insbesondere gegen Asthma, Heu-
schnupfen und chronische Bronchitis —, erforschen Wirkmecha-

nismen und ermitteln die Risiken von potenziellen Schadstoffen.

Ein breites Spektrum an Kompetenzen erméglicht 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, zum Beispiel Automobilabgase
oder Kokerei- und Bitumendampfe.

Medikamente priifen und entwickeln

Fur entzndliche und allergische Erkrankungen bietet das
Fraunhofer ITEM Forschungs- und Entwicklungsarbeiten vom
Molekl 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-
lung optimiert. Sind mogliche Arzneimittelkandidaten erkannt,
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werden Wirksamkeit und Sicherheit getestet. Fir 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
fur biopharmazeutische Wirkstoffe entwickelt. Fur klinische
Prafungen mit Biopharmazeutika stellen wir die Prifsubstanz
nach GMP-Richtlinien (»Good Manufacturing Practice«) her.
Auch Infusionslésungen werden aseptisch in einer GMP-Ein-
heit abgefullt.

Klinische Studien
Fur die Zulassung von Arzneimitteln fur die Indikationen Aller-

gie, Asthma und COPD (bekannt als Raucherhusten) fuhrt das
Fraunhofer ITEM unter der Leitung von Facharzten klinische

Themen im Uberblick

PRAVENTION

DIAGNOSE UND
THERAPIE

Medikamente und
Diagnostika priifen und
entwickeln

Potenzielle Schadstoffe
analysieren und
bewerten

Pharmakologische und
toxikologische Forschung
und GXP-Studien

Toxikologische Untersu-

chungen, Gefdhrdungsbe-
urteilung und Risikoabschat-
zung; insbesondere von in-

Sl R Ui halierbaren Schadstoffen

Entwicklung auf dem
Gebiet der entzundlichen
und allergischen Erkran-
kungen der Atemwege

Prifung und Registrierung
von Chemikalien, Bioziden
und Pflanzenschutzmitteln

MECHANISTISCHE UNTERSUCHUNGEN

Pathogenese von Erkrankungen

Exogene und endogene Wirkstoffe




Studien nach GCP-Richtlinien (»Good Clinical Practice«) durch,
vor allem Studien der Phasen | und II. Als besondere Ausstattung

stehen daflr verschiedene Expositionsrdume zur Verfigung. In
der sogenannten Fraunhofer Environmental Challenge Chamber,
die bisher fur die Exposition mit Graserpollen genutzt wurde,
sollen zukunftig auch andere Allergene getestet werden.

Potenzielle Schadstoffe bewerten

Ob am Arbeitsplatz, in der Umwelt oder in Verbraucherpro-
dukten — wir weisen Schadstoffe nach und prifen, 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. Fir eine verlass-
liche Beurteilung der Gefahrdung werden Inhalations- und
allgemein-toxikologische 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 Prufsubstanzen und fuh-
ren bei Bedarf Expositions- und Risikoabschatzungen fur den
Menschen durch. AuBerdem unterstitzt das Institut die Kun-
den bei der Registrierung von Chemikalien und komplexen
Gemischen und bei der Bewertung von Stoffen, die der neuen
europaischen Chemikalienverordnung REACH unterliegen.

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 De-
position 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 (HZl) in Braunschweig
und das TWINCORE. Gemeinsam mit der MHH und dem HZI
griindet das Fraunhofer ITEM ein neues Zentrum fur Transla-
tionsforschung, das »Hannover Center for Translational Medi-
cine« (HCTM). Damit wird eine optimale Infrastruktur fir frahe
klinische Studien (Phasen | und Il) und die Basis fur eine enge
Verzahnung von Grundlagenforschung und klinischer Forschung
geschaffen. Die Bauarbeiten fir das HCTM, ein wichtiges Ele-
ment der medizinischen Translationsallianz in Niedersachsen
(TrAiN), beginnen 2011.

Die am Institut vorhandenen Kompetenzen sind in vier
Geschaftsfeldern gebiindelt:

1. Pharmaforschung und -entwicklung,
Medizinische Biotechnologie und Molekulare Medizin

4. Prifung und Registrierung von Chemikalien, Bioziden
und Pflanzenschutzmitteln
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GXP - QUALITAT AUF HOCHSTEM NIVEAU

Qualitatssicherung im wissenschaftlichen Bereich ist ein ent-
scheidendes Anliegen am Fraunhofer ITEM. Die Abteilung
Qualitatssicherung als zentrale Einrichtung des Institutes ist
verantwortlich fir die Umsetzung des Qualitatssicherungspro-
gramms, das auf den GXP-Regularien basiert. Sie unterstitzt
damit die Institutsleitung bei der Sicherstellung der entspre-
chenden Qualitatsanforderungen.

Unter GXP werden die gesetzlich geforderten und von den
Behorden Uberwachten Qualitatssicherungssysteme GLP
(»Good Laboratory Practice«, Gute Laborpraxis), GCP
(»Good Clinical Practice«, Gute Klinische Praxis) und GMP
(»Good Manufacturing Practice«, Gute Herstellungspraxis)
verstanden. Sie sollen gewahrleisten, dass die Prozesse bei
der Herstellung und Entwicklung von Arzneimitteln und der
Sicherheitsprtfung von Chemikalien zuverlassig und nachvoll-
ziehbar durchgeftihrt werden und die erhobenen Daten valide
sind.

Uber 15 Jahre »Gute Laborpraxis«

Bei den nicht-klinischen Sicherheitspriifungen stellt die

Abteilung Qualitatssicherung die Umsetzung aller GLP-

Anforderungen sicher. Die wichtigsten sind:

— klare Verantwortlichkeiten innerhalb der Prifeinrichtung

- sorgfaltige Planung jeder Prufung

— nachvollziehbare Dokumentation aller Arbeitsschritte und
umfassende Berichterstattung

Bei der Regelinspektion Ende 2010 wurde dem Fraunhofer

ITEM die GLP-Konformitat fir seine Einrichtung und die

durchgefihrten Priifungen von der zustandigen Uberwachungs-

behorde erneut bestatigt.
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»Gute Klinische Praxis« in der Forschung umgesetzt

Fur die klinischen Prufungen, die in der Abteilung Klinische
Atemwegsforschung durchgefthrt werden, bilden die GCP-
Anforderungen den Qualitatsrahmen. Die Abteilung Qualitats-
sicherung unterstutzt die Prifarzte bei der Erfullung ihrer GCP-
Pflichten und stellt bei Prifungen, die von der Fraunhofer-
Gesellschaft initiiert werden (sogenannte »Investigator-Initiated
Trials«) die Wahrnehmung der Sponsor-Aufgaben durch die
Fachabteilung sicher. Audits von Auftraggebern bestatigen
das GCP-konforme Qualitatsniveau, das durch Schulung des
Studienpersonals und Unterstiitzung bei der umfangreichen
prozessspezifischen Dokumentation sichergestellt wird.

»Gute Herstellungspraxis« an den Standorten Hannover
und Braunschweig

Die Herstellung der in den klinischen Priifungen eingesetzten
Prufpréparate unterliegt den GMP-Anforderungen. Auch fur
die patientenspezifische Verdinnung und aseptische Abfl-
lung von Prifpraparaten ist eine GMP-Einrichtung erforderlich.
Die Abteilung Qualitatssicherung hat maBgeblich zum Aufbau
einer solchen Einrichtung am Standort Hannover beigetragen.
Die erfolgreiche Umsetzung der strengen GMP-Anforderungen
wurde 2010 durch die Erteilung der GMP-Herstellungserlaub-
nis fur die aseptische Herstellung von Prufpréparaten behord-
lich bestatigt.



Am Standort Braunschweig unterstitzt die Abteilung Qualitéts-
sicherung kontinuierlich die Arbeiten der Pharmazeutischen
Biotechnologie fur die GMP-konforme Entwicklung von Pro-
zessen zur Herstellung von biopharmazeutischen Wirkstoffen
und klinischen Prifpraparaten. Im Hinblick auf letztere wurde
eine erneute Erweiterung der bislang vorliegenden GMP-
Herstellungserlaubnis erreicht.

KONTAKT

Dr. llona Fleischhauer
Telefon +49 511 5350-304
ilona.fleischhauer@item.fraunhofer.de

FORSCHUNGS- UND
DIENSTLEISTUNGS-
ANGEBOT

Die Dienstleistungen, die das Fraunhofer ITEM seinen Kunden
anbietet, sind im Folgenden in drei Bereiche gegliedert: Unter-
suchungen zu praventivmedizinischen Fragestellungen, zu
neuen Diagnosemethoden und Therapiekonzepten sowie fur
die Zulassung und Herstellung von Arzneimitteln (préklinische
und klinische Prifungen).

Untersuchungen zu praventivmedizinischen
Fragestellungen

- Identifizierung, Quantifizierung und Uberwachung von
Schadstoffen und ihren Quellen in der Umwelt, im Wohn-
bereich und am Arbeitsplatz

— Studien zur toxikologischen und gentoxikologischen Wirkung
und zum Wirkungsmechanismus luftgetragener Stoffe (Fasern,
Partikel, Gase) nach Inhalation

— Priifung von Fremdstoffen auf ihr toxisches, gentoxisches,
allergenes und irritatives Potenzial

— Untersuchungen zur Biobestandigkeit von Fasern

— Analyse und Persistenzprifung von Luftverunreinigungen

— Bestimmung von Schadstoffen und ihren Metaboliten in
Korperflussigkeiten

— Bioverfligbarkeitsuntersuchungen

— DNA-Adduktforschung

— Untersuchungen zur Wirkung von Schadstoffen auf die
Lungenfunktion (z. B. auf obstruktive oder restriktive Veran-
derungen, auch anhand von Asthma- und Allergiemodellen,
oder auf irritatives Potenzial mit Alarie-Test)
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— In-vitro-Prufungen zur toxikologischen und gentoxikolo- — Aufklarung von Wirkungsmechanismen auf zellularer und
gischen Wirkung von inhalierbaren luftgetragenen Stoffen subzellularer Ebene
(Gasen und Aerosolen) — Bioanalytische Untersuchungen (Metaboliten, Protein- und
— Messung und Charakterisierung von Aerosolen sowie deren DNA-Addukte, Biomonitoring)

Erzeugung fir experimentelle Untersuchungen — Untersuchung neuer Tiermodelle mit Hilfe der diagnostischen
— Entwicklung neuer Verfahren zur wirkungsbezogenen Radiologie und der molekularen Bildgebung (uCT und pPET)
Messung von Aerosolen — Identifizierung von Biomarkern fir diverse Krankheitsbilder

— Abschatzung und Modellierung zur Deposition und Kinetik — Molekulare Diagnostik von Genpolymorphismen
von Aerosolen in verschiedenen Spezies (inkl. Mensch) — Untersuchungen zur Signaltransduktion und Regulation der
— Physikalische und chemische Charakterisierung von Consumer- Genexpression
Sprays sowie Untersuchung des Gefahrdungspotenzials — Chip-basierte Genexpressionsanalysen
— Toxikologische und ékotoxikologische Bewertungen — Haplotyp-Analysen
— Abschatzung der Exposition fur Mensch und Umwelt — Chemisches Screening von Rohextrakten aus Pflanzen,
— Risikoabschatzungen Bakterien, Pilzen und tierischen Organismen mittels
— Toxikologische Untersuchungen (gemaB OECD-Richtlinien LC-NMR-MS
und nach den GLP-Grundsatzen) sowie Spezialuntersuchun-
gen, z.B. zum Wirkungsmechanismus Untersuchungen fiir die Zulassung und Herstellung von
— Erstellung von Dossiers fur Chemikalien im Rahmen inter- Arzneimitteln (praklinisch und klinisch)
nationaler Aktivitaten zur Stoffoewertung (WHO, OECD)

— Registrierung und Zulassung von Chemikalien (REACH) und — Praklinische Untersuchungen von Arzneimitteln nach den
Bioziden (Biozidrichtlinie) Arzneimittelzulassungs-Richtlinien (allgemeine Toxikologie,
— Ableitung von Struktur-Wirkungsbeziehungen bzw. Katego- Reproduktionstoxikologie, Immuntoxikologie, Gentoxikologie)
rienentwicklung fir den Endpunkt Toxizitat bei wiederholter - Préklinische Untersuchungen von Pharmaka an Jungtieren

Aufnahme mit Hilfe der RepDose-Datenbank (Jungtier-Toxikologie)
— Untersuchungen auf subchronische und chronische Wirkun-
Untersuchungen zu neuen Diagnosemethoden und gen, insbesondere die Entstehung von Tumoren sowie auf
Therapiekonzepten teratogene Effekte
— Toxiko- bzw. pharmakokinetische Untersuchungen zur Auf-
- Untersuchungen zur Aufklarung der Mechanismen bei nahme, Verteilung und Verstoffwechselung von Arzneimitteln
allergischen Entziindungen im Organismus, in Organen oder Zellsystemen
— Analyse lungenphysiologischer, immunologischer, molekular- - Inhalative Provokationsuntersuchungen mit Allergenen,
biologischer und histologischer Parameter in Maus-Modellen Partikeln, Ozon und Endotoxin
fur das allergische Asthma — In-vitro-Prafung von Pharmaka in Allergiemodellen aus
— Untersuchung der inhalativen Applikationsmdglichkeiten humanen dendritischen Zellen
fur Medikamente — Sicherheitspharmakologische Prifungen an Ratte und Maus

(Schwerpunkt: Respirationstrakt)
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— Pharmakologische Wirksamkeitsstudien mit viralen, bakte-
riellen und fungalen Infektionsmodellen der Lunge

— Untersuchungen von pharmazeutischen Wirkstoffen hin-
sichtlich ihrer Wirkung auf die Lungenfunktion (z.B. anhand
von Asthma-, Allergie-, COPD- und Infektionsmodellen)

— Studien zur molekularen Toxikologie

— Untersuchungen zur molekularen Medizin und Pharmako-
genetik

— Klinische Arzneimittelstudien fur die Indikationen Allergie,
Asthma und chronische Bronchitis (Phasen | und I, unter
GCP-Bedingungen)

— Sammlung, Priifung und Dokumentation von Daten fur die
Nachzulassung von Arzneimitteln oder Tierarzneimitteln

— Entwicklung und Validierung von Herstellungsverfahren fiir
biopharmazeutische Wirkstoffe und Arzneimittel

— Entwicklung von rekombinanten Produktionszelllinien

— Anlage von Master- und Working-Zellbanken (MCBs und
WCBs)

— Herstellung von biopharmazeutischen Wirkstoffen fir die
praklinische Forschung

— GMP-Herstellung von Pilotchargen von biopharmazeutischen

Wirkstoffen und Fertigarzneiformen fur klinische Priifungen

KUNDEN

Das Fraunhofer ITEM arbeitet erfolgreich mit Partnern und
Auftraggebern aus nahezu allen Branchen zusammen, fir die
pharmakologische, toxikologische, biomedizinische, analytische
und aerosoltechnische Fragestellungen von Bedeutung sind.
Dazu gehoren:

— Firmen der pharmazeutischen Industrie, die neue Wirkstoffe
entwickeln und prifen lassen

— Firmen der chemischen Industrie, die toxikologische Eigen-
schaften sowie die Umweltvertraglichkeit ihrer Produkte fur
Zulassungszwecke prifen lassen

— Firmen, Industrieverbande, Berufsgenossenschaften und
Behorden, die gesundheitliche Risiken des Verbrauchers, des
Mitarbeiters am Arbeitsplatz oder Gberhaupt des Menschen
in seiner Umwelt bewerten lassen
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ZUKUNFTSFELDER

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
weiterfihrenden Projekten und vertiefenden Studien. Daher
wurden die folgenden Arbeitsgebiete und Kompetenzen neu
etabliert bzw. weiter ausgebaut:

— Entwicklung von validierten In-vitro-Screening-Tests zur Frage
des Gefahrdungspotenzials von Nanopartikeln und Nutzung
von Nanopartikeln fur therapeutische Zwecke, z.B. als
Vehikel von therapeutischen Antikdrpern

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

— Entwicklung von addquaten toxikologischen und pharmako-
logischen Testsystemen fir die Zulassung von Biopharmaka
gemal den Anforderungen der Europaischen Arzneimittel-
agentur EMA

— Der nicht-menschliche Primat als Versuchsmodell: Entwick-
lung von Lungenentziindungsmodellen (in Zusammenarbeit
mit dem Deutschen Primatenzentrum in Gottingen)

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

— Immunologische und histopathologische Untersuchungen
von humanem Probenmaterial aus dem Respirationstrakt

— In-vitro-Prifungen (Screening) von luftgetragenen Aeroso-
len, einschlieBlich Medikamentenkandidaten
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— Verfahrensentwicklung zur automatisierten, spezifischen
Detektion und Quantifizierung biogener Luftschadstoffe

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

— Untersuchung von Struktur-Wirkungsbeziehungen in der
Toxikologie (QSAR) und Aufbau von toxikologischen Daten-
banken zur Entwicklung von intelligenten Teststrategien in
der Chemikalienbewertung

— Bildgebende Verfahren (CT und PET) in der tierexperimen-
tellen Wirkungsforschung

— Realisierung von Expositions-Atmospharen mit unterschied-
lichen Allergenen im Fraunhofer-Provokationsraum

— Zelltherapeutische Ansétze zur Modulation der allergischen
Entziindung beim Asthma

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



AUSSTATTUNG

Die Forschungs- und Dienstleistungsaktivitaten des Instituts
erfordern eine umfangreiche und teilweise sehr spezielle Aus-
stattung, die im Folgenden dargestellt ist:

Labors

— Tierhaus (inkl. Barrierehaltung fiir Nagetiere unter spezifiziert
pathogenfreien Bedingungen)

— Tierhaltungsanlagen flr inhalationstoxikologische Unter-
suchungen (Ganzkérper- und Nose-only-Inhalationsanlagen)

— Laboratorien flr Arbeiten mit Infektionsmodellen (S2)

— Laboratorien fur gentechnologische Arbeiten (S1 und S2)

— Fraunhofer Environmental Challenge Chamber: Expositions-
raum fur inhalative Provokationsstudien mit Allergenen

— Laboratorien zur Lungenfunktionsprifung

— Technikumsanlagen zur Bioprozessentwicklung mit Bioreak-
toren bis 500 L Volumen zur Kultivierung von Mikroorganismen
und tierischen Zellkulturen sowie Prozesschromatographie-
und -Filtrationssysteme zur anschlieBenden Wirkstoffisolierung

Sonderausstattung

— GMP-Reinraumanlagen zur biotechnischen Herstellung von
biopharmazeutischen Wirkstoffen fur frihe klinische Studien
mit Herstellungserlaubnis gem. §13 AMG

— GMP-Reinraumanlage zur aseptischen Abfullung von Pruf-
praparaten gem. Annex 1 des EU-GMP-Leitfadens fur klini-
sche Studien (Phasen | und Il) mit Herstellungserlaubnis
gem. §13 AMG

— Anlagen zur inhalativen Arzneimittelapplikation in Kombina-
tion mit Lungenfunktionsmessung und Dosiskontrollsystem
(im Tiermodell)

— Messplatz zur Erfassung der Lungenfunktion an wachen
Ratten und Mausen

— Spezielle Zellkulturexpositionseinrichtungen fur in-vitro-Prifun-
gen von inhalierbaren Substanzen (z. B. Gase und Aerosole)

— Affymetrix-Station zur transkriptomweiten Genexpressions-
analyse

— Proteom-Analytik

— Anlagen zur Erzeugung von Prifaerosolen und -gasen

— Strémungskanal zur Charakterisierung filternder Abscheider

— Anlagen zur Untersuchung von hoch- und niederfrequenten
elektromagnetischen Feldern im Tierversuch (Mause und
Ratten)

— Datenbanken fur die Histopathologie und die Reproduktions-
toxikologie

Gerate

— Gamma-Bestrahlungsanlage (Cs 137) fur In-vitro- und
In-vivo-Fragestellungen

— Anlagen zur computergestiitzten Verhaltensuntersuchung
(lokomotorische Aktivitat, Auditory Startle Response)

— Micro-Computertomograph (UCT) und Micro-Positronen-
Emissionstomograph (UPET)

— Gerate zur Anfertigung vitaler Lungen- und Leberschnitte
(»Precision-cut lung/liver slices«)

— Kryostat zur Herstellung von Gefrierschnitten

— Durchflusszytometer zur Sortierung und Analyse verschiedener
Zelltypen

— BIACORE-System zur Bestimmung von Rezeptor-Liganden-
Wechselwirkungen

— Kapillarelektrophorese zur Analytik von Proteinen und
Nukleinsduren

— RT-PCR
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— GMP-Anlagen zur Kultivierung von Mikroorganismen in
Bioreaktoren mit Arbeitsvolumina bis 400 L

— Prozesschromatographie- und Filtrationsanlagen

— Lagertanks zur GMP-gerechten N,-Gasphasenlagerung von
Zellbanken

— Mikrodissektionsgerat

— MALDI-TOF/TOF zur Proteinidentifizierung und fur
Genpolymorphismusanalysen

— Diskussionsdurchlichtmikroskop fur 21 Beobachter mit
digitaler Kamera und Projektionsanlage

— Bildanalyse-Computer mit Mikroskop zur Unterstitzung der
Quantifizierung von histopathologischen Bewertungen

— Konfokales Laser-Scanning-Mikroskop

— Multiphotonenmikroskop

— Transmissions- und Rasterelektronenmikroskope mit Mikro-
sonden zur energiedispersiven Réntgenmikroanalyse (EDX =
Energy Dispersive X-ray Analysis) fir aerosolphysikalische,
chemische und biologische Forschungsaufgaben

— Atomabsorptionsspektrometer, Gaschromatographen mit
Massenspektrometer, HPLC mit Triple-Quadrupol-Massen-
spektrometer

— Laserbeugungsspektrometer und »Particle Image Velocimetry«
(PIV) zur Charakterisierung der Dynamik von Sprays

— Hochgeschwindigkeitskamera (bis zu 100000 Bilder pro
Sekunde) fur hochdynamische Aerosolfreisetzungsprozesse

- »Scanning Mobility Particle Sizer™-Spektrometer« (SMPS) zur
Analyse luftgetragener Nanopartikel

— 600 MHz hochauflésendes Kernresonanzspektrometer
(NMR) in Kopplung mit HPLC und MS mit Kryotechnologie
und Peaktrapping-Einheit

— Schwefelhexafluorid-Monitor zur Messung von Ventilations-
raten in Raumen

— ZetaSizer®: Messung hydrodynamischer PartikelgréBen-
verteilungen (Nanopartikel) mit dynamischer Lichtstreuung
sowie Messung des Zeta-Potenzials

14 1 15

Fachbibliothek

Die institutseigene wissenschaftliche Spezial-Bibliothek hat
einen Bestand von rund 15000 Bichern und 150 laufenden
Zeitschriften-Abonnements. Sie bietet eine umfassende und
rasche Literatur- und Informationsversorgung.



KURATORIUM

Die Kuratorien der einzelnen Fraunhofer-Institute stehen der
Institutsleitung beratend zur Seite. Ihnen gehdren Personen
aus Wissenschaft, Wirtschaft und der 6ffentlichen Hand an.
Mitglieder des Kuratoriums des Fraunhofer ITEM waren im
Jahr 2010:

Dr. Eckhard von Keutz

Kuratoriumsvorsitzender

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

Professor Dr. Dieter Bitter-Suermann

Stellvertretender Kuratoriumsvorsitzender

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

Professor Dr. Helmut Blome
Direktor des Instituts fur 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

Global Head Development Immunology & Infectious
Diseases Franchise a.i.,

Novartis Pharma AG

Dr. Glinther Karmann
Geschéftsfuhrer, Karmann Consulting GmbH

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, USA

Professor Dr. Reinhard Pabst
Niedersachsen-Seniorforschungsprofessur
fir Immunmorphologie,

Medizinische Hochschule Hannover

Professor Dr. Klaus F. Rabe

Innere Medizin — Pneumologie, Christian-Albrechts-Universitat
zu Kiel; Chefarzt Pneumologie, Arztlicher Direktor und
Medizinischer Geschéaftsfuihrer, Krankenhaus GroBhansdorf

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

Ministerialrat Dr. Ekkehard Warmuth

Leiter Biotechnologie, Bundesministerium far Bildung und
Forschung (BMBF)

bis 30. Juni 2010
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MELDUNGEN 2010

EATRIS: Translationsforschung europaweit vernetzen

Forschungsergebnisse der medizinischen Grundlagenforschung maglichst schnell, sicher und
kostenglinstig in Medikamente und Therapien umzusetzen, ist das Ziel der Translationsfor-
schung. Sie funktioniert vor allem durch Vernetzung von Forschungsinstituten, Kliniken und
Pharmafirmen. Das Fraunhofer ITEM hat diesen Weg der Vernetzung konsequent beschritten
und ist regional beteiligt an der Translationsallianz in Niedersachsen (TrAiN) und europaweit an
der EATRIS-Initiative »European Advanced Translational Infrastructure«, die die Grindung von
europdischen Translationszentren koordiniert. Auf der diesjahrigen EATRIS-Konferenz in Rom
war das Fraunhofer ITEM durch Professor Norbert Krug vertreten, der die EATRIS-Arbeitsgruppe
»Klinische Studien« leitet. Einig waren sich die Konferenzteilnehmer darin, dass eine offene
Infrastruktur Gber Grenzen hinweg ein Motor fur Innovationen im biomedizinischen Bereich
sein wird.

Asthma: Neues EU-Projekt angelaufen

»Understanding Severe Asthma« — unter diesem Titel ist ein neues EU-Projekt bewilligt worden,
an dem Wissenschaftler am Fraunhofer ITEM maBgeblich beteiligt sind. Das Projekt wird im
Rahmen der »Innovative Medicines Initiative« (IMI) geférdert und ist damit eingebunden in ein
europaisches Programm, das Forschung und Pharmafirmen zusammenbringt. Die Wissen-
schaftler wollen neue Modelle fiir schweres Asthma entwickeln und praklinische sowie klinische
Untersuchungen durchfuhren. Getestet wird dabei auch die Wirkung von Infektionen auf Asthma.
Ein neu eingerichtetes S2-Labor am Fraunhofer ITEM bietet alle Moglichkeiten, um mit Infektions-
modellen zu arbeiten.

Transparenz: Offene Tiiren fiir GroB und Klein

»Hannover will's WISSEN« lautete das Motto einer Hannover-weiten Wissenschaftsveranstaltung,
bei der die Hochschulen und Wissenschaftseinrichtungen einen ganzen Monat lang zeigten, wie
spannend Forschung sein kann. Das Fraunhofer ITEM war mit einem Tag der offenen Tir dabei
und rund 300 Besucher und Besucherinnen nutzten die Mdglichkeit, den Forschern tber die
Schulter zu schauen. Fihrungen und Vortrdage brachten so einige Interessierte zum Staunen.
Fur die Nachwuchsforscher und -forscherinnen gab es auch in diesem Jahr wieder den Zu-
kunftstag, an dem etwa 30 Madchen und Jungen mehr Uber die Atemwegsforschung erfahren
konnten.



Herstellung von klinischen Prifmustern vor Ort méglich

Seit April 2010 verfugt das Fraunhofer ITEM Uber eine Erlaubnis zur aseptischen Herstellung
klinischer Prifmuster gem. §13 des Arzneimittelgesetzes: In einer neuen Abfillanlage in Han-
nover kénnen nun Infusionslésungen aseptisch hergestellt werden. Damit wurde die pharma-
zeutische Entwicklungskette am ITEM um das letzte noch fehlende Segment, die Herstellung
von Prafmustern zur unmittelbaren Anwendung in klinischen Priifungen, komplettiert.

Fraunhofer ITEM an zwei Deutschen Zentren der Gesundheitsforschung beteiligt

Das Fraunhofer ITEM wird an den Deutschen Zentren fur Lungenforschung (DZL) und fur Infek-
tionsforschung (DZI) beteiligt sein. In den Zentren, die vom Bundesministerium fur Bildung und
Forschung (BMBF) gegriindet werden, sollen die besten Universitdten und auBeruniversitaren
Forschungseinrichtungen zusammenarbeiten und dazu beitragen, den Transfer von Forschungs-
ergebnissen aus dem Labor in die Klinik zu beschleunigen. Ein Gesamtkonzept wird Anfang
2011 vorliegen.

Nanomaterialien: Zwei neue Forschungsverbiinde angelaufen

Mit den biologischen Wirkungen und maoglichen Risiken von Nanopartikeln beschéftigen sich
seit Mitte des Jahres zwei neue Forschungsverbinde des BMBF, an denen das Fraunhofer ITEM
maBgeblich beteiligt ist. Im Verbund »CarbonBlack« geht es um die Risiken von aus kleinsten
Nanopartikeln bestehendem Industrieru3, im Projekt »CarboTox« untersuchen die Wissen-
schaftler in den kommenden Jahren das kanzerogene Potenzial von faserartigen Kohlenstoff-
Nanorohren (Carbon Nanotubes). Die Projekte sind eingebettet in das BMBF-Férderprogramm
»NanoCare, das einen verantwortungsvollen Umgang mit Nanomaterialien zum Ziel hat.

RIBOLUTION: Neue Biomarker fiir Diagnostik und Therapie

Mit RIBOLUTION, einem Projekt der Fraunhofer-Zukunftsstiftung, startet ein interdisziplinares
Vorhaben im Bereich der Molekularen Diagnostik. Funf Fraunhofer-Institute, unter ihnen das
Fraunhofer ITEM, haben sich zusammengetan, um eine neue Molekulklasse fur die Biomarker-
Entwicklung zu erschlieBen: die sogenannten nicht-kodierenden RNAs (ncRNAs). Diese Molekile
sollten sich aufgrund ihrer hohen Spezifitat hervorragend als Biomarker fur die Diagnostik und
die Therapiekontrolle von Krankheiten eignen. Neben der Entwicklung von automatisierten
Verfahren fur die schnelle Identifizierung von Biomarkern werden auch Marker flr einige proto-
typische Erkrankungen aufgespurt. Am Fraunhofer ITEM soll ein prognostischer Biomarker fur
die chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) entwickelt werden.
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MITARBEITERENTWICKLUNG

Am Jahresende 2010 waren am Fraunhofer ITEM 244 Per-
sonen tatig. Im Folgenden ist die Anzahl der Mitarbeiter
gegliedert nach den verschiedenen Beschaftigungsgruppen
dargestellt:
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81 wissenschaftliche Mitarbeiter
70 graduierte Mitarbeiter
74 technische Mitarbeiter
2 Doktoranden
3 wissenschaftliche Hilfskrafte
4 sonstige Hilfskrafte
10 Auszubildende

Das Personal des Fraunhofer ITEM
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BETRIEBSHAUSHALT

Der Betriebshaushalt hat im Jahr 2010 ein VVolumen von 21,6
Millionen Euro* erreicht. Dabei belief sich die Finanzierung aus
selbst erwirtschafteten Mitteln auf 63 Prozent. Der Anteil der
Industrieertrage am Betriebshaushalt betrug etwa 48 Prozent.

Die Investitionen des Fraunhofer ITEM beliefen sich auf rund
2 Millionen Euro.

Gesamthaushalt des Fraunhofer ITEM

In Mio. €
25

Auftraggeber und externe Ertrége des
Fraunhofer ITEM
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* vorléufige Zahlen zum Zeitpunkt der Drucklegung



ORGANIGRAMM FRAUNHOFER ITEM

Qualitatssicherung:
Dr. I. Fleischhauer

Verwaltung: S. Reichert
Rechenzentrum: O. Horstmeier
Haustechnik: L. lllichmann
Bibliothek: C. Jurgens
Marketing/PR: Dr. F. Drenk, K. Neubert

INSTITUTSLEITUNG
Prof. Dr. Dr. U. Heinrich
(geschaftsfuhrend)
Prof. Dr. N. Krug

FUHRUNGSKONFERENZ
Institutsleitung und

Bereichsleitung

Fraunhofer-Projektgruppe
Regensburg: Prof. Dr. C. Klein

Inhalationstoxikologie
Dr. O. Creutzenberg
Dr. B. Bellmann

Regulatorische und
Allgemeine Toxikologie
Dr. R. Fuhst

Reproduktionstoxikologie
Dr. J. Buschmann

Klinische Chemie und
Toxikokinetik
Dr. T. Hansen

Pathologie
Priv.-Doz. Dr. S. Rittinghausen

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

Tierhaus

Dr. T. Tillmann

Molekulare Medizin und
Medizinische Biotechnologie
Prof. Dr. J. Borlak
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Klinische Atemwegsforschung
Prof. Dr. N. Krug
Prof. Dr. J. Hohlfeld

Klinische Pharmakologie
Prof. Dr. J. Frélich

Aerosolmedizin
Prof. Dr. J. Hohlfeld

Immunologie, Allergologie und
Immuntoxikologie
Priv.-Doz. Dr. A. Braun

Immunologische Biomarker

Dr. M. Miiller

Praklinische Atemwegsforschung
Dr. H.-G. Hoymann

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

Zellkulturtechnik
Dr. V. Hecht
Dr. S. Duvar

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

Aufarbeitungstechnik
Dr. J. Paulsen
Dr. B. Muller

Aseptische Abfillung
Dr. H. Ziehr
G. Bockenholt



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. Dobrev

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

Datenbanken und
Informationssysteme

Aerosoltechnologie
Prof. Dr. W. Koch

Inhalationstechnologie
Dr. G. Pohlmann

Bio- und Umweltanalytik
Dr. S. Schuchardt
Dr. E. Berger-Preif3

Strukturanalytik
Dr. S. Schuchardt

Dr. R. Kellner
Sie finden hier die Ansprechpartner flr einzelne Bereiche, hat ihren Sitz im BioPark Regensburg und ist aufgrund einer
Abteilungen und Kompetenzen auf einen Blick. Der Bereich gemeinsamen Initiative von Fraunhofer ITEM/Fraunhofer-
Pharmazeutische Biotechnologie hat seinen Hauptsitz in Gesellschaft und der Universitat Regensburg entstanden.
Braunschweig, ist aber auch fur die GMP-Abfullanlage im Zurzeit ist das Institut in vier Geschéaftsfeldern tatig, die wir

ITEM Hannover zustandig. Die Fraunhofer-Projektgruppe lhnen im zweiten Teil des Jahresberichts vorstellen werden.



PHARMAFORSCHUNG UND -ENTWICKLUNG,
MEDIZINISCHE BIOTECHNOLOGIE UND
MOLEKULARE MEDIZIN
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Ausblick

Praklinische Tests im
21. Jahrhundert

Projektberichte

Entwicklung einer pra-
klinischen Teststrategie
fiir innovative inhalative
Biopharmazeutika

Charakterisierung DNA-
alkylierender Substanzen
durch MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie

Vorlaufforschung

Nachweis lokaler Gentoxi-
zitat in der Lunge
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Im Geschaftsfeld Pharmaforschung und -entwicklung, Medizinische Biotech-

nologie und Molekulare Medizin sind die Kompetenzen des Instituts gebun-
delt, die fur die Entwicklung neuer pharmazeutischer Wirkstoffe und deren
praklinische und sicherheitspharmakologische Untersuchungen sowie biotech-
nologische Herstellung (Biopharmazeutika) notwendig sind.

Es konnen alle notwendigen Stufen der Medikamentenentwicklung bearbeitet
werden: von den ersten molekularen Strukturen Uber Untersuchungen an Zel-
len, Geweben und Organen bis hin zu Tiermodellen (und Probandenstudien,
siehe Geschéaftsfeld Klinische Atemwegsforschung, Seite 42).

Fur das Auffinden neuer Zielstrukturen fir Diagnostik und Therapie, also die
Targetfindung, und fir die Entwicklung neuer therapeutischer Konzepte ste-
hen zahlreiche molekularbiologische Techniken aus den Bereichen Genomik,
Proteomik und Metabolomik zur Verfigung. Mit Hilfe von maBgeschneiderten
molekulartoxikologischen Untersuchungen kénnen unerwiinschte Nebenwir-
kungen von pharmakologisch wirksamen Substanzen bereits in einem frihen
Stadium der Medikamentenentwicklung entdeckt, mechanistisch erklart und
gegebenenfalls durch Substanzoptimierung und Anderung des Applikations-
weges vermieden oder reduziert werden.

Fur praklinische Untersuchungen werden vielfach auch [n-vitro-Methoden
eingesetzt. Angefangen von den klassischen In-vitro-Methoden tGber Untersu-
chungen in transgenen Zelllinien werden auch Methoden entwickelt, die z. B.
mit vitalen Lungenschnitten den Speziesvergleich Uber den Affen bis hin zum
Menschen erméglichen. Die Sicherheitsstudien fur Biopharmaka, wie z.B.
humanrekombinante Antikdrper, bendtigen besondere Testsysteme, um uner-
winschte immunologische Effekte vor der erstmaligen Anwendung am Men-
schen zu erkennen und mit moglichst groBer Sicherheit auszuschlieBen.
Hierzu werden experimentelle Ansatze entwickelt, die eventuelle immunolo-
gische Reaktionen des menschlichen Organismus méglichst gut wiedergeben.



Fur viele Fragestellungen und far Arzneimittelprifungen sind /n-vivo-Studien

weiterhin unerlasslich und gesetzlich vorgeschrieben. Das Fraunhofer ITEM bietet

folgende Untersuchungen an:

— Toxizitatsstudien an Nagern und Nichtnagern

— Toxizitatsstudien an Jungtieren (juvenile Toxikologie)

— Toxiko- und Pharmakokinetikstudien

— Untersuchungen zur Erkennung subchronisch- und chronisch-toxischer Effekte

— ldentifizierung kanzerogener, teratogener oder mutagener Effekte

— sicherheitspharmakologische Studien

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

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

Bei Bedarf werden auch moderne bildgebende Verfahren, wie die Mikro-
Computertomographie und die Mikro-Positronen-Emissionstomographie, ein-
gesetzt, beispielsweise um den Therapieerfolg neuer Pharmazeutika zu doku-
mentieren.

Sowohl die In-vitro- als auch die /n-vivo-Studien werden nach den aktuellen
GLP-Richtlinien durchgefthrt. Erganzend zu experimentellen Untersuchungen
bietet das Fraunhofer ITEM seinen Kunden auch Unterstltzung bei der Zulas-
sung von Arzneimitteln an, einschlieBlich der notwendigen Dokumentation.

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 Protei-
ne, Glykoproteine, Antikérper, Nukleinsauren, Virus-Like-Particles und Bakte-
riophagen. Eine groBe Nachfrage besteht bereits fir therapeutische Antikorper
und wird kinftig auch fur Nukleinsauren erwartet. Fur die GMP-Herstellung
dieser beiden Substanzklassen entwickelt das Fraunhofer-Institut robuste
Technologieplattformen.

KONTAKT

Prof. Dr. Jirgen Borlak
Telefon +49 511 5350-559
juergen.borlak@item.fraunhofer.de

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

PRAKLINISCHE TESTS IM 21. JAHRHUNDERT

EINLEITUNG

»Um weniger Tiere verwenden zu missen und bessere
Vorhersagen treffen zu kénnen, mussen wir mittelfristig
integrierte Teststrategien entwickeln.« Zu diesem Ergebnis
kommt Thomas Hartung 2009 in der Zeitschrift Nature. Der
frihere Leiter des Europaischen Zentrums zur Validierung
alternativer Methoden (ECVAM), jetzt tatig in der transatlan-
tischen Ideenfabrik CAAT-EU, entwickelte kirzlich eine kon-
trovers diskutierte Vision zu einer neuen Strategie fur toxi-
kologische Tests im 21. Jahrhundert. Lesen Sie im folgenden
Beitrag, wie diese neuen Strategien aussehen kénnen und
welchen Weg das Fraunhofer ITEM in der praklinischen For-
schung einschlagen wird.
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Warum brauchen wir neue Strategien fiir toxikologische
Tests im 21. Jahrhundert?

Es gibt zwei Hauptgriinde fur den Bedarf neuer Strategien.
Erstens wurden die klassischen toxikologischen Tests ent-
wickelt, um die Toxizitat bekannter chemischer Substanzen
vorherzusagen. Die neu entwickelten Arzneimittel sind vollig
anders: sie enthalten hoch spezifische biologische Bestand-
teile, die oft nur im Menschen wirksam sind. Zweitens nehmen
Tierversuche im 6ffentlichen Bewusstsein heute einen héheren
Stellenwert ein, und man ist bemht, die Anzahl von Tieren
flr Forschungszwecke zu reduzieren.

Gilt dies auch fiir praklinische Wirksamkeitspriifungen?

Fur praklinische Wirksamkeitspriifungen gelten die gleichen
Probleme wie fur die Toxikologie. Auf dem Gebiet der Atem-
wegserkrankungen haben die Ublichen Tiermodelle, wie z.B.
gangige Ovalbumin-basierte Asthmamodelle der Maus, eine
sehr begrenzte Aussagekraft. Wenngleich die Pharmaindus-
trie eine Vielzahl sehr spezifischer Immunmodulatoren wie
Anti-IL4, Anti-IL5 und Anti-IgE entwickelt hat, die sich bei
Mausen als sehr wirksam erwiesen haben, war die klinische
Wirksamkeit bei menschlichem Asthma sehr enttauschend.

Welchen Weg werden wir am Fraunhofer ITEM gehen?

Unsere Strategie stUtzt sich auf die oben genannte Idee, inte-
grierte Teststrategien zu nutzen. Interessanterweise fihren
diese Modelle zu einer Verschmelzung von Toxikologie und
Wirksamkeitsprtifung. Die Idee ist ein dreistufiger Ansatz zur



Abb. 1: Dreistufiger Ansatz zur pharmakologischen und toxikologischen Priifung neuer Arzneimittel
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Entwicklung von Atemwegsmedikamenten (Abb. 1). Das Kon-
zept sieht vor, wo immer moglich menschliche In-vitro- oder
Ex-vivo-Systeme zu verwenden und Tierversuche nur fur die
endgultige Proof-of-concept-Studie durchzufuhren.

FUr In-vitro-Prafungen haben wir z.B. ein auf dendritischen
Zellen basierendes menschliches In-vitro-Allergiemodell ent-
wickelt, das zum Testen immunmodulierender Arzneimittel
verwendet werden kann (Knothe, S., 2010). Dieses Modell
wird zurzeit erweitert, um zelltherapeutische Ansdtze auf der
Basis regulatorischer T-Zellen testen zu kénnen. Fur Ex-vivo-
Prafungen wurde die Methode der Prazisionslungenschnitte

Ex vivo

In vivo

LPS-/Allergiemodell

(»precision-cut lung slices«, kurz: PCLS) entwickelt. Das PCLS-
Modell bietet die einzigartige Mdglichkeit, die Wirksamkeit
und Toxizitat biologischer Wirkstoffe, die inhalativ verabreicht
werden sollen, in einer komplexen Situation in menschlichen
Gewebepraparaten zu testen (Switalla, S., 2010 a). Der erste
Schritt beim Testen neuer Substanzen an PCLS besteht immer
darin, den toxischen Schwellenwert zu bestimmen, also die
Konzentration, bei der die Prifsubstanz entweder eine Entzin-
dung oder den Zelltod auslést. Danach wird die pharmazeu-
tische Wirksamkeit in einem subtoxischen Konzentrationsbe-
reich getestet. Zum Testen immunmodulierender Arzneimittel
kénnen Entziindungsmodelle verwendet werden, bei denen
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entweder Lipopolysaccharid (LPS) oder Ozon als Ausloser
zum Einsatz kommen (Switalla, S., 2010 a, b). Des Weiteren
werden derzeit Modelle der Bronchokonstriktion in der PCLS
entwickelt.

Brauchen wir weiterhin Tierversuche?

Aus Sicherheitsgriinden werden die Regulierungsbehérden auch
in der Zukunft Tierversuche verlangen. Bis traditionelle, gut
etablierte Methoden ersetzt werden kdnnen, ist es ein langer
Weg. Allerdings l3sst sich die Anzahl der benétigten Tiere
schon heute verringern. In einem Projekt zur Lungentoxizitat
von Nanopartikeln, die als Arzneimitteltrager zum Einsatz
kommen sollten, wurde ein dreistufiger Ansatz verwendet.

In einer ersten Versuchsreihe wurde die toxische Wirkung
dieser »Solid Lipid Nanoparticles« (SLN) in einer menschlichen
Epithelzelllinie (A 549) untersucht. Anhand der Ergebnisse
wurde eine angemessene Dosis fir die weiteren Prifungen
berechnet und diese dann in Lungengewebeschnitten von
Mausen getestet. Obwohl dieses System eine hohere Empfind-
lichkeit aufwies als die eingesetzte Zelllinie, zeigten beide
Ansatze toxische Wirkungen von SLN in einem vergleichbaren
Bereich. Auf der Grundlage dieser Daten konnte anschlieBend
ohne weitere Versuche an lebenden Tieren eine Dosisabschat-
zung fUr In-vivo-Tests vorgenommen werden. Die abschlieBende
Inhalationsstudie an Mausen wurde nur mit den zuvor bestimm-
ten Dosierungen durchgefiihrt, sodass die Anzahl der Versuchs-
tiere erheblich reduziert werden konnte.

Welche Tiermodelle werden kiinftig benotigt?

Der entscheidende Punkt ist die Vorhersagekraft der Auswir-

kungen auf die Gesundheit des Menschen. Fur diesen Zweck
schreiben die gesetzlichen Richtlinien wie ICH S6 die Verwen-
dung »relevanter Spezies« fur praklinische Prafungen vor.

In vielen Fallen ist die Ermittlung eines geeigneten Modells
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wegen der groBBen Spezifizitat der Arzneimittel und der ana-
tomischen und physiologischen Unterschiede zwischen den
Spezies eine Herausforderung. Am Fraunhofer ITEM haben
Wissenschaftler einen In-vitro-Vollbluttest fir verschiedene
Spezies (Maus, Ratte, verschiedene Affenarten und Mensch)
entwickelt, mit dem die geeignete Spezies fir immunmodu-
lierende Medikamente anhand der Konstellation der Werte
bestimmt werden kann. Bei Medikamenten zur inhalativen
Verabreichung kénnen weitere Priifungen mit PCLS aller oben
genannten Spezies erfolgen. Das Testen von Biopharmazeutika
verlangt jedoch am Ende die Durchfiihrung abschlieBender
Proof-of-concept-Studien in vivo. Zu diesem Zweck und als Er-
ganzung zu gut etablierten Nagermodellen hat das Fraunhofer
ITEM in Zusammenarbeit mit dem Deutschen Primatenzentrum
in Gottingen (DPZ) ein neues LPS-induziertes Lungenentzin-
dungsmodell in WeiBbuschelaffen, einer fur Tierexperimente
gangigen Affenart, entwickelt.

Wie werden Tierversuche mit nicht-menschlichen
Primaten kiinftig durchgefiihrt?

Der Einsatz von Primaten in der praklinischen Forschung ist
aus ethischen Grunden ein sehr sensibles Thema. Es wird
intensiv diskutiert, inwieweit solche Versuche vertretbar sind.
Beim aktuellen Stand der Entwicklung sind wir der Auffas-
sung, dass Versuche mit Primaten in der Entwicklung neuer
Biopharmazeutika unerlasslich sind, um die Sicherheit und
Wirksamkeit der Medikamente zu gewabhrleisten. Denn die
neuen Biopharmazeutika enthalten hochspezifische Wirk-
stoffe, die nur im Menschen bzw. in anderen Primaten wirk-
sam sind. Um den ethischen Bedenken Rechnung zu tragen,
wurden am Fraunhofer ITEM Protokolle fur Versuche mit
WeiBbuschelaffen entwickelt, die den Protokollen fir klinische
Proof-of-concept-Studien am Menschen sehr ahnlich sind und
klinische Symptome sowie das Auftreten von Verhaltensauf-
falligkeiten ausschlieBen. Dadurch werden ethische Bedenken



bericksichtigt und zusatzlich ermoglicht dieses Vorgehen eine

gute Vergleichbarkeit mit Studien am Menschen. Die Tiere
werden am DPZ in Géttingen einer Lungensegmentbehand-
lung mit LPS unterzogen, um lokale Entzindungsreaktionen in
den Atemwegen hervorzurufen. Nach 24 Stunden wird dann
eine Lavage des betreffenden Segments durchgefiihrt. Auf-
tretende immunologische Reaktionen sind nach zwei Wochen
abgeklungen, sodass die Tiere dann in ihre gewohnten Kéfige
zurlickkehren kénnen. Die Wirkung von Medikamenten auf
die Entzindung kann anhand der Lavageflissigkeit Uberwacht
werden, ohne die Tiere zu toten. Klassische Medikamente wie
Dexamethason und neu entwickelte Arzneien wie Roflumilast
haben in diesem Modell bereits ihre entziindungshemmenden
Wirkungen gezeigt. Ein weiterer Schritt zur Minimierung der
versuchsbedingten Belastungen wird die nichtinvasive Uber-
wachung des Entziindungsgeschehens durch bildgebende
Methoden sein, die zurzeit entwickelt werden.

Wir sind der Meinung, dass Tierversuche mit nicht-menschlichen
Primaten so lange erforderlich sein werden, bis vorhersage-
kraftige In-vitro-Methoden entwickelt wurden. Jedoch wird
sich die Art und Weise, wie Tiere in der praklinischen und
toxikologischen Forschung eingesetzt werden, weiter optimie-
ren. Fur die Zukunft wird angestrebt, Tiere nach Méglichkeit
wie menschliche Probanden in klinischen Studien zu behan-
deln.

Wie werden praklinische Priifungen im 21. Jahrhundert
am Fraunhofer ITEM aussehen?

Durch friihzeitige Verwendung menschlicher In-vitro- und
Ex-vivo-Modelle wird man bereits in einem frihen Stadium
Informationen Uber das toxikologische und das Wirksamkeits-
profil neu entwickelter Arzneimittel erhalten. Insbesondere
durch Fortschritte im Bereich der Gewebezuchtung wird es
moglich, verbesserte In-vitro-Testsysteme zu konstruieren.

Diese Systeme werden am Fraunhofer ITEM in enger Zusam-
menarbeit mit der Medizinischen Hochschule Hannover weiter
entwickelt.
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ENTWICKLUNG EINER PRAKLINISCHEN
TESTSTRATEGIE FUR INNOVATIVE
INHALATIVE BIOPHARMAZEUTIKA

ZUSAMMENFASSUNG

Die Bedeutung von Biopharmazeutika wird in der Zukunft
weiter steigen. Im Unterschied zu chemischen Substanzen
wird der Zulassungsprozess aber weniger durch starre Richt-
linien geregelt. Dennoch wird der Rahmen von einem Richt-
liniensystem abgesteckt, welches die Untersuchungsschwer-
punkte definiert, dabei aber ein flexibleres, von Fall zu Fall
unterschiedliches Herangehen erlaubt. Diese Situation stellt
eine Herausforderung sowohl fur die Industrie, die derartige
Substanzen entwickelt, als auch fur die entsprechenden Pruf-
einrichtungen dar, die die Industrie dabei unterstitzen, die
Grundlage fur erste klinische Untersuchungen am Menschen
(»first in man«) zu schaffen. Wir beschreiben hier ein kon-
kretes Beispiel einer Teststrategie, die in enger Kooperation
mit einem Partner aus der Industrie entwickelt, wahrend
eines Scientific Advice beim Bundesinstitut fur Arzneimittel
und Medizinprodukte (BfArM) vorgestellt und letztlich durch
die Behorde akzeptiert wurde.
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Das Netzwerk der Richtlinien

Die wichtigsten Richtlinien fur diesen praklinischen Testprozess
kénnen auf der Homepage der Europaischen Arzneimittel-
agentur (EMA; s.u.) gefunden werden, wobei ICH Topic S6
(R1) von besonderer Bedeutung ist. Zweck dieses Addendums
ist es, die Richtlinie S6 zu prazisieren, besonders bezlglich

der dort diskutierten Punkte der Spezies-Auswahl, des Studien-
designs, der Immunogenitat, Reproduktions- und Entwick-
lungstoxizitat sowie hinsichtlich der Untersuchungen zum kan-
zerogenen Potenzial. Diese Richtlinie S6 (R1) gilt speziell fir
Substanzen wie Zytokine, Plasminogen-Aktivatoren, rekombi-
nante Plasmafaktoren, Wachstumsfaktoren, Fusionsproteine,
Enzyme, Rezeptoren, Hormone, monoklonale Antikérper, re-
kombinante DNA-Protein-Vakzine, synthetische Peptide, aus
Plasma gewonnene Produkte, endogene Proteine aus mensch-
lichem Gewebe und Oligonukleotide.

Die genannte Richtlinie S6 (R1) besagt, dass die Teststrategie
wissenschaftlich begriindet und auf der Basis einer Fallent-
scheidung ausgewahlt werden soll. Innerhalb des Richtlinien-
Netzwerkes sind fur die praklinischen Studien die Auswahl des
relevanten Tiermodells, Alter, physiologischer Status, Art der
Verabreichung, Dosis, Applikationsroute, Behandlungsregime,
Stabilitdt des zu untersuchenden Materials und die generellen
GLP-Richtlinien in Betracht zu ziehen.



Ein spezieller Fall: ein Oligonukleotid

In diesem konkreten Fall bestand die Aufgabe darin, eine pra-
klinische Teststrategie fur ein Oligonukleotid, gedacht als inno-
vatives antiasthmatisches Inhalationspraparat, zu entwickeln,
welche schlieBlich die Basis fur den ersten klinischen Test im
Menschen bilden soll. Eine Zusammenfassung dieser Teststra-
tegie ist in der Abbildung dargestellt.

Die Auswahl der relevanten Tierart und der Applikationsroute
war der erste Schritt. Basierend auf der Uberlegung, dass der
angenommene Wirkmechanismus in den routinemaBig ein-

gesetzten Tierarten Ratte (Nager) und Hund (Nichtnager) an-
wendbar ist, wurden ebendiese Arten ausgewahlt. Als eine
alternative Nichtnager-Art hatte auch das Minischwein zur
Verfligung gestanden. Entsprechend der inhalativen Applika-
tionsroute beim Menschen soll diese Route auch in den Unter-
suchungen mit wiederholter Applikation eingesetzt werden.

Aufgrund des Typs des zu untersuchenden Biopharmazeu-
tikums, eines DNAzyms, stellten die Untersuchungen zur
Gentoxizitat eine besondere Herausforderung dar. Auf der
Grundlage des »Reflection Paper on the Assessment of the
Genotoxic Potential of Antisense Oligodeoxynucleotides«

Abb. 1: Praklinische Teststrategie fiir ein spezielles Oligonukleotid
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(CHMP/SWP/199726/04, Januar 2005) wurden zwei unter-
schiedliche Wirkmechanismen betrachtet, namlich die unspe-
zifische Gentoxizitat (Clastogenitat) und die genspezifische
Gentoxizitat (Mutagenitat). Zur Untersuchung der unspezifi-
schen Gentoxizitat wurde der Comet-Assay mit unstimulier-
tem und stimuliertem menschlichen Blut ausgewahlt. Im Falle
eines negativen Ergebnisses ware keine unspezifische Gentoxi-
zitat zu erwarten, jedoch gabe dies keine Aussage bezuglich
einer genspezifischen Gentoxizitat. Im Falle eines positiven Er-
gebnisses (unspezifische Clastogenitat) waren klassische Gen-
toxizitatstests durchfiihrbar. Genspezifische Gentoxizitat als
zweiter moglicher Wirkmechanismus ware Gber eine Tripel-
helixbildung und nachfolgende genspezifische Mutation(en)
im Zielgen denkbar.

Allerdings wurde eine Tripelhelixbildung genspezifische Bin-
dungsaktivitat voraussetzen. Da jedoch die durchgefihrten
DNA-Bindungsstudien alle negativ waren, gab es keinerlei
Hinweise auf eine genspezifische gentoxische Wirkung des
Oligonukleotids.

Die Untersuchung der akuten Toxizitdt nach einmaliger Ver-
abreichung wurde fir das zu untersuchende Biopharmazeu-
tikum als nicht notwendig erachtet, vor allem auch wegen
der hohen zu erwartenden Belastung der Tiere und der ein-
geschrankten Bedeutung dieser Daten fir Biopharmazeutika.
Stattdessen wurde vorgeschlagen, relativ hohe Dosen in der
14-Tage-Dosisfindungsstudie (Dose Range Finder, DRF) fur die
nachfolgende 28-Tage-Studie mit Ratten zu untersuchen. Fur
beide Studien wurde die Nose-/Head-only-Inhalation als Expo-
sitionsroute gewahlt. Die Endpunkte umfassten sowohl Rou-
tineparameter als auch ein erweitertes Spektrum immuntoxi-
kologischer Parameter. Letztere beinhalteten ihrerseits Stan-
dardparameter (Gesamtzahl Leukozyten, Zelldifferenzierung,
Globulin, IgA/IgG, Gewichte der lymphatischen Organe, Histo-
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pathologie, Bestimmung von IgG und IgA im Serum zu zwei
unterschiedlichen Zeitpunkten) sowie funktionelle Untersu-
chungen potenziell negativer Auswirkungen auf die T-Zell-
abhangige Antikorper-Reaktion (Immunstatus in Blut und Milz,
Lymphozytenproliferation, Zytokinsekretion).

Fur die zweite Spezies wurde fur die 28-Tage-Studie mit Hun-
den (basierend auf den Ergebnissen einer vorhergehenden
DRF-Studie) die Head-only-Inhalation als Expositionsroute
gewadhlt. Diese Studie beinhaltet im Wesentlichen Routine-
parameter (Korpergewicht, Futter- und Wasserverbrauch,
klinische Befundung, EKG, Hamatologie, klinische Chemie,
Makropathologie, komplette Histopathologie von allen Tieren
und Toxikokinetik).

Die sicherheitspharmakologischen Studien umfassen einerseits
Untersuchungen des respiratorischen Systems durch Lungen-
funktionsmessungen bei Ratten nach inhalativer Exposition mit
folgenden Endpunkten: nicht-invasive Lungenfunktionsmes-
sung (Head-out-Plethysmographie), tidal midexpiratory flow
(EF50), midexpiratory flow, Atemfrequenz, Atemzugvolumen
sowie Ein- und Ausatemzeit. Andererseits wurden sicherheits-
pharmakologische Untersuchungen des Herz-Kreislaufsystems
nach intravendser Applikation an trainierten Hunden mit der
Messung des EKG sowie des Blutdrucks zu unterschiedlichen
Zeitpunkten bis zu sechs Stunden nach der Applikation unter
Einbeziehung kinetischer Daten durchgefuhrt. Zusatzlich dazu
waren sicherheitspharmakologische Untersuchungen des Zen-
tralen Nervensystems Teil der 28-Tage-Inhalationsstudie mit
Ratten, wo wahrend der letzten Behandlungswoche eine
Functional Observational Battery (FOB) durchgefuhrt und die
lokomotorische Aktivitat bestimmt wurde.



Ausblick

Die hier dargestellte fallspezifische Herangehensweise wurde
in enger Zusammenarbeit mit dem Sponsor, sterna biologicals,
Marburg, entwickelt und wahrend eines Scientific Advice beim
BfArM vorgestellt, dort diskutiert und schlieBlich von der Be-
horde vollstandig akzeptiert. Die beschriebenen praklinischen
Studien werden derzeit durchgefihrt.
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CHARAKTERISIERUNG DNA-ALKYLIERENDER
SUBSTANZEN DURCH MALDI-TOF-MASSEN-

SPEKTROMETRIE

ZUSAMMENFASSUNG

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe kénnen im
Stoffwechsel zu Zwischenprodukten fuhren, die die Bildung
von DNA-Addukten herbeifiihren. Diese induzierten Addukte
kénnen Krebs ausldsen. Forscher sind daher seit langem auf
der Suche nach schnellen und sicheren Verfahren, mit denen
sie sich genau analysieren lassen. Auf der Grundlage der
Massenspektrometrie haben die Wissenschaftler am Fraun-
hofer ITEM nun ein hochsensitives Verfahren entwickelt,
mit dem gleichzeitig eine Identifizierung der chemischen
Substanz und die Charakterisierung der DNA-Addukte mog-
lich ist.
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Einleitung

Polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) sind Um-
weltschadstoffe, die Uberall vorkommen und in erster Linie
durch unvollstandige Verbrennung von organischem Material
entstehen, z.B. in Automobilabgasen, Tabakrauch und Stein-
kohleteer, aber auch beim Erhitzen von gerducherten oder
gegrillten Lebensmitteln. Zwar sind diese Kohlenwasserstoffe
nicht per se krebserregend, doch werden bei ihrer Verstoff-
wechselung Zwischenprodukte erzeugt, die mit Nukleinsauren
und Proteinen reagieren kdnnen und so zur Bildung von
DNA-, RNA- und Proteinaddukten fihren. Schatzungen zufolge
kommt es taglich zu 50000 DNA-Schadigungen. DNA-Repa-
raturenzyme kénnen DNA-Addukte zwar effektiv beseitigen,
aber es bleiben nicht-reparierte Schaden, die Mutationen ver-
ursachen und damit bésartige Entartungen auslésen kénnen.
Somit wurde die Exposition gegentber PAK mit Lungen-, Haut-
und Blasenkrebs in Verbindung gebracht.

PAK werden durch verschiedene Mechanismen in ihre aktive
Form Uberfuhrt, bei der es sich um ein Dihydrodiolepoxid (DE)
handelt. Bei der endgultigen reaktiven DE-Spezies handelt es
sich um Elektrophile, die durch cis- oder trans-Addition mit
der exozyklischen Aminogruppe der DNA-Basen kovalent rea-
gieren. Untersuchungen zum PAK-Metabolismus, zur DNA-
Bindung, zur Mutagenitat sowie Zelltransformationstests
haben gezeigt, dass polyzyklische aromatische Kohlenwasser-



Abb. 1: Vorgeschlagener MALDI-MS/MS-CID-Fragmentierungspfad fiir B[a]PDE-2'-desoxynukleoside und
B[a]PDE-2'-desoxynukleosid-3'-phosphat. G: Guanin, A: Adenin; C: Zytosin.
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Dibenzola,l]pyren als bevorzugte Alkylierungsstellen mit Ami-
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exozyklische Aminogruppe (N“) von Zytosin. Die biologische
Aktivitat der einzelnen PAK wird wesentlich durch ihre mo-
lekulare Struktur bestimmt, da die metabolisch aktivierten
Epoxide je nach sterischer Lage in einer Bay- oder Fjord-Region
unterschiedliche kanzerogene Eigenschaften haben.
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Aufgabenstellung

Viel Forschungsarbeit wurde bereits in die Identifizierung von
PAK-induzierten DNA-Addukten investiert und zu den Lésungs-
ansatzen zéhlten HPLC-Trennverfahren in Kombination mit
Ultraviolettstrahlung oder NMR, zirkularer Dichroismus (CD),
UV/VIS-Spektroskopie, Fluoreszenzspektroskopie und Immun-
assays. Die am haufigsten verwendete und auch sehr empfind-
liche Methode zum Nachweis von DNA-Addukten ist jedoch
der 32P-Postlabeling-Assay. Bei dieser Methode wird die geno-
mische DNA durch enzymatische Hydrolyse zu einfachem Des-
oxynucleosid-3’-Monophosphat reduziert. Durch enzymatische
Ubertragung radioaktiv markierter Phosphatgruppen von [32P]-
ATP auf Nukleotide mit anschlieBender mehrdimensionaler
Dunnschichtchromatographie ist es dann moglich, modifizierte
Nukleotide zu separieren und nachzuweisen. Dieses Verfahren
ist weit verbreitet, vor allem aufgrund der geringen erforder-
lichen DNA-Menge und der hohen Empfindlichkeit; es lasst
sich damit ein Addukt unter 108 bis 108 adduktfreien Nukle-
otiden (5 pg DNA) nachweisen. Andererseits handelt es sich
jedoch auch um ein sehr aufwandiges Verfahren, das hohe
Schwankungen zwischen verschiedenen Laboren und auch
innerhalb eines Labors aufweist. AuBerdem kann auch die
chemische Beschaffenheit und molekulare Struktur der alkylie-
renden Substanz mit dieser Methode nicht ermittelt werden.
Es wird somit ein hochsensitives Verfahren benotigt, mit dem
gleichzeitig eine Identifizierung der chemischen Substanz und
die Charakterisierung der DNA-Addukte maéglich ist.

Die entwickelte L6sung

Zur Untersuchung von PAK-induzierten DNA-Addukten wur-
den Verfahren auf der Grundlage der Massenspektrometrie
(MS) entwickelt, die auf Flissigkeitschromatographie (LC),
Kapillarflissigkeitschromatographie oder Kapillarelektropho-
rese (CE) basieren und mit Electrospray-lonisierung (ESI) und
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Tandem-Massenspektrometrie (MS/MS) gekoppelt werden. So
wurde zum Beispiel LC-ESI/MS/MS zur strukturellen Charakte-
risierung von DNA-Addukten verwendet, die durch B[a]P aus-
geldst und durch Reaktion von B[a]PDE mit nackter DNA ent-
standen waren, sowie zur Untersuchung von Zelllinien und
Gewebeextrakten von Mausen nach Exposition gegentber
alkylierenden Substanzen. Diese Verfahren haben jedoch einige
Nachteile, wie z.B. den hohen Bedarf an Probenmaterial, die
umfangreiche Flussigkeits-Flussigkeits-Extraktion, die zeitauf-
wandige Aufreinigung durch HPLC oder Chromatographie so-
wie den hohen Preis der Gerate. AuBerdem kann der flr diese
massenspektrometrische Analyse verwendete Gesamtprodukt-
lonenscanmodus wegen der langsamen Scangeschwindigkeit
und der geringen Sensitivitat in diesem Modus nicht zur Cha-
rakterisierung unbekannter DNA-Addukte, die nur in Spuren
vorhanden sind, verwendet werden. Alternativ kénnte sich die
Analyse auf die charakteristischen Retentionszeiten stitzen,
aber eine Suche mittels »Selected Reaction Monitoring« (SRM)
gestattet keine De-novo-Identifizierung von DNA-Addukten.
Angesichts all dieser Einschrankungen ware es von groBem
Interesse, eine empfindliche, genaue und zuverlassige Me-
thode zur molekularen Charakterisierung zur Verfigung zu
haben. Zu diesem Zweck hat sich die sog. MALDI-TOF-MS —
MALDI steht fir Matrix-Assisted Laser Desorption lonization —
schnell als wertvolles Verfahren zur Analyse eines breiten Spek-
trums von Molekilen mit Sensitivitdten im Attomol-Bereich
entwickelt.

Es wurde daher ein einfaches und zuverlassiges Verfahren ent-
wickelt, das zum Nachweis und zur strukturellen Charakteri-
sierung PAK-induzierter DNA-Addukte MALDI-TOF-MS mit
2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) als Matrixschicht bei der Pro-
benaufbereitung verwendet. Dieses Verfahren beinhaltet den
enzymatischen Verdau von DNA zu 2’-Desoxynukleotiden und
daran anschlieBend ein neues Festphasenextraktionsverfahren
zur Entfernung von Salzen und anderen Verunreinigungen vor



der MALDI-MS-Analyse. Durch kollisionsinduzierte Dissoziation KONTAKT
(CID) erhalt man die strukturell wichtigen Fragmente, die dann

eine Charakterisierung der alkylierenden Molekule und des Prof. Dr. Jirgen Borlak
von Addukten betroffenen Nukleotids ermdglichen. Neben Telefon +49 511 5350-559
Guanosin-Addukten werden Adenosin- und Zytidin-Addukte, " juergen.borlak@item fraunhofer.de

die durch Reaktionen mit (+)-anti-Benzo[a]pyren-7,8-diol-9,10-
epoxid (B[a]PDE) entstehen, mit einer Empfindlichkeit von

< 100 fmol und einer Massengenauigkeit von < 10 ppm iden-
tifiziert. Untersuchungen mit ()-anti-Benzolc]chrysen-9,10-
diol-11,12-epoxid (B[c]ChDE) belegen des Weiteren die Viel-
seitigkeit und den Nutzen dieser Methode. Im Vergleich zum
32p-postlabeling-Assay wurden mit MALDI-MS nur Desoxyzyti-
din- sowie Nukleosid- und Dinukleotid-Addukte identifiziert.
Somit erlaubt dieses empfindliche Verfahren die molekulare
Beschreibung und Charakterisierung von Nukleotiden, aus
denen Addukte hervorgegangen sind, sowie der alkylierenden
Substanz, sodass es weitreichende Informationen liefert, die
uber die Ergebnisse des 32P-Postlabeling-Assays hinausgehen.

Literatur

Garaguso, |.; Halter, R.; Krzeminski, J.; Amin, S.; Borlak, J. (2010)
Method for the rapid detection and molecular characterization
of DNA alkylating agents by MALDI-TOF Mass Spectrometry.
Analytical Chemistry, 82 (20): 8573-8582
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Vorlaufforschung

NACHWEIS LOKALER GENTOXIZITAT IN

DER LUNGE

ZUSAMMENFASSUNG

Am Fraunhofer ITEM wurde ein Ex-vivo-Ansatz etabliert, der
die Untersuchung des lokalen gentoxischen Potenzials von
luftgetragenen Stoffen an Lungenepithelzellen, also direkt
an den Zielzellen der Noxen-induzierten Tumorentwicklung,
ermdglicht. Die Methode kénnte zuktnftig auch im Rahmen
von Inhalationsstudien eingesetzt werden, um lokale gen-
toxische Effekte in der Lunge zu erkennen.
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Hintergrund

Die epithelialen Zellen der Lunge sind fir viele luftgetragene
Fremdstoffe die erste Eintrittspforte in den Korper. Gentoxi-
sche Stoffe kénnen dann direkt in diesen Zellen die DNA sché-
digen und damit zur Entstehung von Lungentumoren beitra-
gen. Solche lokalen Effekte werden allerdings durch systemi-
sche Gentoxizitatstests, wie z.B. den In-vivo-Mikrokerntest,
am Knochenmark oder im peripheren Blut nicht erfasst. Im
Rahmen dieses Vorlaufforschungsprojektes wurde daher ein
Ex-vivo-Ansatz etabliert, der die Untersuchung der Gentoxi-
zitat in Alveolarepithelzellen, also Typ Il-Pneumozyten, ermdg-
licht.

Zielsetzung

Das Ziel dieses Versuchsvorhabens war die Etablierung des
Ex-vivo-Comet-Assays und Mikrokerntests in primaren Typ II-
Pneumozyten der Ratte. Im gleichen Versuchsansatz wurden
Comet-Assay und Mikrokerntest auch in primaren Alveolar-
makrophagen durchgefthrt, um festzustellen, ob diese Zellen
als Surrogatmodell eingesetzt werden kénnen. Der alkalische
Comet-Assay, ein Indikatortest, der auch als Einzelzell-Gelelek-
trophorese bezeichnet wird, nutzt die unterschiedliche elektro-
phoretische Beweglichkeit von DNA-Fragmenten verschiedener
GroBe, um direkte DNA-Schaden, wie DNA-Strangbriiche auf
Einzelzellebene zu detektieren und zu quantifizieren. Der Mik-
rokerntest dient hingegen zum Nachweis manifester DNA-
Schaden, wie Chromosomenschaden oder Schaden des Spin-



delapparates. Mikrokerne bestehen dabei aus Chromosomen-
fragmenten oder ganzen Chromosomen, die bei der Zellteilung
nicht in einen der Tochterzellkerne integriert wurden. Es sind
chromatinhaltige, von einer Membran umschlossene Korper-
chen, die zusatzlich zum normalen Zellkern in der Zelle vor-
kommen kénnen.

Testsubstanzen

Als Modellsubstanzen wurden DQ12-Quarz und Urethan ver-
wendet. Respirabler (atembarer) Quarz ist seit 1997 von der
International Agency for Research on Cancer (IARC) in die
Gruppe | der Karzinogene eingestuft worden. Die chronische
Inhalation von hohen Konzentrationen an respirablen Quarz-
partikeln steht in direktem Zusammenhang mit unterschiedli-
chen Lungenkrankheiten wie pulmonaler Fibrose und Lungen-
krebs. Urethan gehort zur Stoffgruppe der Carbamate. Es ist
unter anderem in fermentierten Nahrungsmitteln und alkoho-
lischen Getrdnken enthalten. Seit den 40er Jahren ist Urethan
als Karzinogen bekannt. Es induziert eine Vielzahl von ver-
schiedenen Tumoren in Nagern, wobei die Lunge eines der
Zielorgane ist. Urethan muss im Koérper zunachst zu einem
gentoxischen Metaboliten verstoffwechselt werden, bevor es
seine gentoxische Wirkung entfalten kann. Dabei spielt das
Enzym Cytochrom P450 2E1 eine entscheidende Rolle.

Vorgehensweise

Ratten wurden entweder einmalig intratracheal mit 0,2 mg/Tier
DQ12-Quarz oder an vier aufeinanderfolgenden Tagen mit
300 mg/kg/Tag Urethan intraperitoneal behandelt. Drei Tage
nach der letzten Behandlung wurde eine bronchoalveolare
Lavage (BAL) durchgefiihrt und anschlieBend wurden Typ II-
Pneumozyten isoliert. In der BAL wurden Laktatdehydrogenase
(LDH)-Aktivitat, Gesamtproteingehalt und B-Glucuronidase-
Aktivitat als Entziindungsmarker untersucht.

Abb. 1: Ergebnisse des alkalischen Comet-Assays mit
frisch isolierten Typ II-Pneumozyten (AT-ll-Zellen)
und Alveolarmakrophagen aus der bronchoalveo-
laren Lavage (BAL-Zellen)

Die Ratten wurden zuvor mit 300 mg/kg/Tag Urethan intraperito-
neal behandelt oder erhielten 0,2 mg DQ12 als Einzeldosis intra-
tracheal. Kontrolltiere wurden mit einem identischen Volumen

0,9 % NaCl i.p. behandelt. Drei Tage nach der letzten Applikation
wurden Typ ll-Pneumozyten und Alveolarmakrophagen gewonnen.
Gezeigt sind Mittelwert und Standardabweichungen von 8 (Kon-
trolle und Urethan) bzw. 6 (DQ12) Ratten. Eine Erhohung des Tail-
Moments im Comet-Assay ist mit der Induktion von DNA-Schaden
gleichzusetzen.

* Signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (p < 0,05, Student’s
t-Test fUr ungepaarte Werte)

Tail-Moment
5

Urethan
W BAL-Zellen

Kontrolle
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Die durch die Testsubstanzen moglicherweise verursachten DNA-
Briiche/alkalilabilen Stellen wurden mit Hilfe des alkalischen
Comet-Assays in Typ Il-Pneumozyten und Alveolarmakrophagen
untersucht. Chromosomen- bzw. Genommutationen wurden mit
Hilfe des Mikrokerntests in Typ Il-Pneumozyten, Alveolarmakro-
phagen und in Erythrozyten des Knochenmarks detektiert.
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Ergebnisse s KONTAKT
Qw
Mittels des alkalischen Comet-Assays konnte eine signifikante Dr. Tanja Hansen

Erhdhung an DNA-Schéden in den Typ lI-Pneumozyten der f""::, Telefon +49 511 5350-226

DQ12- und Urethan-Gruppe gefunden werden. Ein vermehr- i tanja.hansen@item.fraunhofer.de

tes Auftreten von Mikrokernen konnte ausschlieBlich im in-

Dr. Christina Ziemann

Telefon +49 511 5350-203
christina.ziemann@item.fraunhofer.de

vivo-Mikrokerntest im Knochenmark der DQ12-Gruppe nach-
gewiesen werden. Die Entzindungsmarker LDH, Gesamtpro-
tein und B-Glucuronidase waren in der BAL-Flussigkeit von
DQ12-behandelten Ratten signifikant erhoht, wahrend bei
den Urethan-behandelten Tieren keine Hinweise auf eine Ent-

zindungsreaktion in der Lunge gefunden wurden.
Schlussfolgerung

In dieser Studie konnte zum ersten Mal eine direkte, DNA-
schadigende Wirkung von Urethan in primaren Typ lI-Pneumo-
zyten gezeigt werden und somit eine lokale Gentoxizitat der
Substanz in der Lunge. Dieser Effekt basierte dabei offensicht-
lich nicht auf einer Entziindungsreaktion.

Ausblick

Der Ex-vivo-Comet-Assay konnte zukunftig auch im Rahmen
von Inhalationsstudien eingesetzt werden, um lokale gentoxi-
sche Effekte in der Lunge und speziell in Typ ll-Pneumozyten
zu untersuchen.

Literatur

Bachelorarbeit Julia Reinke (2010)

Ex-vivo-Comet Assay und Mikrokerntest an primaren Typ II-
Zellen der Ratte
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Im Geschaftsfeld Klinische Atemwegsforschung
werden klinische Studien zur Wirksamkeitsprtufung
neuer Pharmaka, zur Entwicklung neuer Biomarker

und zur Beurteilung des Gefdhrdungspotenzials
durch Luftschadstoffe durchgefihrt. Das Fraunhofer
ITEM kooperiert dabei eng mit der Medizinischen
Hochschule Hannover und arbeitet mit Industrie-
unternehmen und verschiedenen Forschungsein-
richtungen zusammen.

Schwerpunkt dieses Geschaftsfelds sind klinische
Arzneimittelstudien. Es werden klinisch-pharmako-
logische Probanden- und Patientenstudien zu Fragen
der Wirksamkeit und Sicherheit neuer antiobstruk-
tiver und antiallergischer Medikamente unter Be-
dingungen der »Good Clinical Practice« durchge-
fahrt. Die Abteilung konzentriert sich auf die Kon-
zeption und Durchfuhrung von frihen klinischen
Studien (Phase | und IlI). Um unter kontrollierter
Allergenprovokation die Wirksamkeit von neuen
Antiallergika bei Patienten mit Heuschnupfen zu
Uberpriufen, wird in Zusammenarbeit mit der Abtei-
lung Aerosoltechnologie ein Pollen-Inhalationsraum
betrieben, die so genannte Fraunhofer Environmen-
tal Challenge Chamber, kurz Fraunhofer ECC. Dieser



Raum wird zukinftig auch fur Tests mit anderen
Allergenen — wie Hausstaub, Katzenhaare oder Bir-
kenpollen — eingesetzt werden kénnen. Broncho-
skopische Untersuchungen nach Inhalation oder
Instillation von Allergenen, Endotoxin oder Medika-
menten sind ein weiterer Schwerpunkt der klini-
schen Forschungsaktivitaten. Weltweit verfiigen nur
wenige Institutionen Uber vergleichbares Know-how
und technische Moglichkeiten.

Im Rahmen eines Sonderforschungsbereichs der DFG
(SFB 587 »Immunreaktionen der Lunge bei Infektion
und Allergie«) werden klinische Forschungsprojekte
bearbeitet, die sich mit der allergischen Entztindung
in der Lunge und ihrer Wechselwirkung mit dem
endogenen Surfactantsystem bzw. mit exogenen
Umweltstduben beschaftigen.

Das Geschaftsfeld zeichnet sich durch einen hohen
technischen Standard und fachliche Kompetenz aus
und stltzt sich zurzeit auf die folgenden Kernkom-
petenzen: pneumologische und allergologische For-
schungsmethoden, klinische Arzneimittelprifungen
fir die Indikationen Allergie, Asthma und COPD so-
wie Aerosolverfahrenstechnik und Aerosolanalytik.

KONTAKT

Prof. Dr. med. Norbert Krug
Telefon +49 511 5350-602
norbert.krug@item.fraunhofer.de

Prof. Dr. med. Jens Hohlfeld
Telefon +49 511 5350-604
jens.hohlfeld@item.fraunhofer.de
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Projektbericht

EXHALIERTE PARTIKEL FUR DIE
DIAGNOSTIK UND VERLAUFSKONTROLLE
VON LUNGENERKRANKUNGEN

ZUSAMMENFASSUNG

Die Atemgasanalyse spielt in der Diagnostik der Lungener-
krankungen eine groBe Rolle. Bisher nicht ausreichend vali-
diert ist die Bestimmung der Partikel, die nicht-dampfférmig
als Mikrotropfchen abgeatmet werden. In einem interdiszi-
plindren Projekt am Fraunhofer ITEM untersuchen die Wis-
senschaftler nun die Grundlagen der Aerosolentstehung in
der Lunge und die Muster in der Atemluft. Dabei werden
die Partikelemission und -gréBenverteilung fir verschiedene
Krankheitsbilder ermittelt. Ziel ist es, die Analytik exhalierter
Partikel fur Diagnostik und Verlaufskontrolle von Lungen-
erkrankungen einsetzen zu kénnen.
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Einleitung

Die nicht-invasive Diagnostik der Atemwegsentzindung spielt
in der Atemwegsforschung eine herausragende Rolle. Wah-
rend die Bestimmung gasférmiger Botenstoffe wie z.B. Stick-
stoffmonoxid (NO) fur die Diagnostik und Verlaufsbeurteilung
des Asthma bronchiale technisch etabliert ist und Eingang in
die klinische Routine gefunden hat, ist die Bestimmung nicht-
volatiler Molekule in der Ausatemluft technisch herausfor-
dernd und daher bislang nicht ausreichend validiert. Diese
nicht-dampfférmigen Molekile werden Uber Mikrotropfchen
der LungenflUssigkeit aus der Lunge abgeatmet. Bislang wur-
den sie zusammen mit dem in der Ausatemluft vorhandenen
Wasserdampf in einer Kuhlfalle abgeschieden (Atemkonden-
sat). Hierdurch kommt es aber zu einer erheblichen Verdin-
nung der nur in Spuren vorliegenden nicht-volatilen Biomarker,
sodass eine Standardisierung der Probenahme und Validierung
der Analytik bislang nicht gelungen ist. Fr eine zukunftige
Standardisierung der Analytik nicht-volatiler Biomarker ist es
von entscheidender Bedeutung, die Entstehung von Aerosolen
in der menschlichen Lunge besser zu verstehen sowie Einfluss-
groBen auf die Aerosolmenge (Atemmuster, Lungenfunktion)
zu klaren.
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Experimenteller Aufbau fiir
die Charakterisierung endogen

generierter exhalierter Aerosole

Abb. 1: Anzahl der exhalierten Partikel pro Atemzug als Funktion des Atemzugvolumens fiir drei gesunde Pro-
banden. Die unterschiedlichen Symbole (Kreis, Dreieck, Viereck) charakterisieren die verschiedenen Probanden,
die unterschiedlichen Farben (rot, griin, blau) kennzeichnen die drei verschiedenen Messungen fiir jeden Pro-
banden und zeigen eine gute intra-individuelle Reproduzierbarkeit.
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Im Rahmen eines interdisziplindren Forschungsprojektes, wel-
ches von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem
Deutschen Zentrum fir Luft- und Raumfahrt gefordert wird,
wird die Aerosolentstehung und der -transport in der mensch-
lichen Lunge systematisch untersucht mit dem Ziel, ein valides
Verfahren fur die Analytik nicht-volatiler Biomarker zu ent-
wickeln. Hierzu wurden theoretische Berechnungen der Par-
tikelgroBe beim Aufplatzen eines Surfactant-haltigen Films
durchgeftihrt und mit der beim Menschen gemessenen Parti-
kelgroBe verglichen. Ubereinstimmend ergaben sowohl die

PartikelgréBenverteilung Uberwiegend im submikronen Gro-
Benbereich. Weiterhin wurden der Anzahlstrom und die Par-
tikelgroBenverteilung der Ausatemluft bei 16 Probanden in
Abhangigkeit des Atemmusters systematisch untersucht. Die
Messung der Partikelanzahl erfolgte mit einem Kondensations-
kernzédhler und die GréBenverteilung wurde mit einem Laser-
spektrometer gemessen, wahrend die Probanden definierte
Atemmuster durchfuhrten. Dartber hinaus wurde die intra-
und die interindividuelle Variabilitat bestimmt. Es zeigte sich
mit steigender Atemtiefe eine exponentielle Zunahme der Par-
tikelanzahl. Wahrend das geatmete Volumen ein dominanter
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Einflussfaktor war, hatten Flussanderungen keinen Einfluss auf
den Partikelanzahlstrom. Die intraindividuelle Reproduzierbar-
keit der Partikelemission war sehr hoch. Es fanden sich aber
erhebliche Unterschiede zwischen den untersuchten Proban-
den. Weiterhin fand sich eine Korrelation zwischen der Parti-
kelanzahl und der Lage des Zwerchfells. Die gefundene expo-
nentielle Abhangigkeit des Partikelanzahlstroms von der Atem-
tiefe und der Zwerchfelllage spricht fir die Wiederer6ffnung
verschlossener kleiner Atemwege.

Ausblick

Die erhobenen Daten haben unmittelbare Bedeutung fur die
weitere Entwicklung der partikelbasierten Diagnostik der Aus-
atemluft beim Menschen, weil die erheblichen interindividu-
ellen Unterschiede die Notwendigkeit einer weiteren Standar-
disierung anhand des Anzahlstroms nahe legen. So kann in
Kenntnis der individuellen Partikelemission ein Korrekturfaktor
eingefiihrt werden. Neben der verbesserten Standardisierung
kann durch die Messung der Partikelanzahl bei lungenkranken
Patienten, bei denen die Wahrscheinlichkeit fir einen periphe-
ren Atemwegsverschluss erhoht ist (z. B. Bronchiolitis), mog-
licherweise die Partikelanzahl diagnostische Aussagekraft er-
langen. Im laufenden Projekt werden die Partikelemission und
PartikelgroBenverteilung bei verschiedenen Krankheitsbildern
und Zustandsanderungen der Atemwege (experimentelle Ob-
struktion) untersucht. Das langfristige Ziel ist die Etablierung
einer partikelbasierten Analytik fir die Diagnostik und Ver-
laufskontrolle von Lungenerkrankungen.
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Projektbericht

SURFACTANT-PROTEIN D ALS BIOMARKER

ZUSAMMENFASSUNG

Das pulmonale Surfactant-System spielt eine wichtige Rolle
bei verschiedenen Lungenerkrankungen. In der Klinischen
Atemwegsforschung des Fraunhofer ITEM werden die
Zusammenhange zwischen dem Surfactant und Erkrankun-
gen wie Asthma bronchiale und COPD erforscht. In einer
klinischen Studie mit 15 Asthma-Patienten konnten nun
die Beziehungen zwischen einzelnen Komponenten des
Surfactant-Systems und dem Schweregrad der Entziindung
verfolgt werden. Gefunden wurde dabei ein Biomarker, der
schweres Asthma bronchiale anzeigt.

Einleitung

Das pulmonale Surfactant-System kleidet die innere Oberflache
der Lunge aus und bewirkt durch seine oberflachenaktive Wir-
kung eine Stabilisierung. Das Atemnotsyndrom beim unreifen
Neugeborenen ist auf einen Mangel an pulmonalem Surfac-
tant zurlckzufuhren und die Surfactant-Ersatztherapie hat
ganz erheblich zur eindrucksvollen Reduktion der Mortalitat
dieser Erkrankung beigetragen, sodass heute Friihgeborene
unter 500 g Geburtsgewicht eine Uberlebenschance haben.
Neben der Lungenunreife mit einem quantitativen Surfactant-
Mangel gibt es eine Reihe von Lungenerkrankungen tber das
Kindesalter hinaus, bei denen Veranderungen des Surfactant-
Systems beschrieben sind. Hier sind das akute Atemnotsyn-
drom des Erwachsenen und die Lungenfibrose zu nennen. Die
maogliche Beteilung des Surfactant-Systems bei obstruktiven
Lungenerkrankungen, wie dem Asthma bronchiale und der
chronisch-obstruktiven Lungenerkrankung, wird am Fraun-
hofer ITEM seit vielen Jahren erforscht.

Hintergrund

Surfactant besteht zu zwei Dritteln aus Phospholipiden, die
durch ihren polaren Charakter eine molekulare Ordnung an
der Luft-Flussigkeits-Grenze bewirken und so die Oberflachen-
spannung der Grenzflache reduzieren. Die biophysikalische
Funktion von Surfactant wird untersttzt durch die hydropho-
ben Surfactant-Proteine SP-B und SP-C, welche die Sortierung
und Orientierung der Phospholipide beeinflussen. Neben den
hydrophoben Surfactant-Proteinen gibt es die hydrophilen
Surfactant-Proteine SP-A und SP-D. Diese komplex gebauten
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Proteine bestehen aus mehreren Untereinheiten, die sich auf
jeweils charakteristische Weise zusammenlagern und tber ihre
Zucker-bindenden Domanen mit Erregern wie Viren, Bakterien
und Pilzen interagieren. SP-A und SP-D tragen dadurch ganz
wesentlich zur unspezifischen Abwehr der Lunge bei. SP-D
bindet dartber hinaus an Allergene und erhéht die Aufnahme
dieser Proteine in Makrophagen. SP-D bewirkt im Tiermodell
des allergischen Asthmas eine Reduktion der Atemwegsent-
ziindung, eine Besserung der bronchialen Uberempfindlichkeit
sowie eine Hemmung der Obstruktion. Sowohl im Tier als
auch bei Patienten mit Asthma kommt es im Rahmen der aller-
gischen Atemwegsentziindung zur Erhdhung der pulmonalen
SP-D-Spiegel, was als Gegenregulation zur Einddmmung der
allergischen Entzindung verstanden werden kann. Da es im
Rahmen der allergischen Entzindung zuséatzlich zu oxidativem
und nitrosativem Stress kommt, stellte sich die Frage, ob das
SP-D dadurch posttranslational modifiziert wird und welche

funktionellen Konsequenzen fur die allergische Entzindung
damit einhergehen.

Klinische Studie

In einer klinischen Studie an 15 Patienten mit Asthma bron-
chiale wurde mittels segmentaler Provokation in mehreren
Segmenten der Lunge im Rahmen einer Bronchoskopie eine
lokale Entziindung induziert, die entweder nur Allergen-
vermittelt, nur Endotoxin-vermittelt oder durch Kombination
von Allergen und Endotoxin vermittelt war. Hierdurch konnte
zum einen ein unterschiedlicher Schweregrad der Entziindung
und zum anderen eine unterschiedliche Art der Entziindung
ausgeldst und untersucht werden. In der gewonnenen bron-
choalveoldren Lavage (BAL) konnten dann quantitative und
qualitative Veranderungen von SP-D untersucht werden.

Abb. 1: Die Analyse von SP-D zeigt, dass nach Allergenprovokation modifiziertes SP-D auftritt, welches somit ein

Biomarker fiir schweres Asthma bronchiale sein kann.
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Lunge am ersten Tag

Lavage der provozierten
Segmente am Folgetag

0h 24 h

BAL
Allergen/ BAL-Baseline AlL

LPS

All BAL A
E9EN Ips  Kochsalz- BALL  BALS
|6sung
B = Baseline L = Lipopolysaccharid
S = Kochsalzlésung A/L = Allergen/Lipopolysaccharid
A = Allergen BAL = bronchoalveoldre Lavage
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Analyse von SP-D in der Lavage der einzelnen Segmente
mittels Western Blot
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Ergebnisse

Es zeigte sich, dass es im Rahmen der Allergen-induzierten
Entziindung, nicht aber nach Endotoxin-vermittelter Entzln-
dung, zu einer Vernetzung des SP-D kam. Das Auftreten be-
traf nur die Halfte der Patienten und war abhangig von der
lokalen Entztindungsschwere. Da diese veranderten Formen
des SP-D mit der Schwere der Entziindung und verschiedenen
Botenstoffen korrelierten, kann das modifizierte SP-D als Bio-
marker fur das schwere Asthma bronchiale angesehen wer-
den. Zusatzlich kam es durch die Vernetzung des SP-D zum
Funktionsverlust des Proteins. Wir schlieBen daraus, dass es im
Rahmen der allergischen Entziindung zwar zu einem Anstieg
des SP-D kommt. Allerdings geht die antientziindliche Wir-
kung durch den Funktionsverlust im Rahmen der Vernetzung
des SP-D verloren. Durch diese Erkenntnis ist es gerechtfertigt
nach Wegen zu suchen, die eine Allergen-induzierte post-
translationale Modifikation von SP-D verhindern.
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Vorlaufforschung

EU-PROJEKT EVA: EMPHYSEM VERSUS
ATEMWEGSERKRANKUNG

Weltweit ist die chronisch-obstruktive Lungenerkrankung
COPD gegenwartig die vierthaufigste Todesursache. Fir die
nachsten Jahrzehnte ist ein weiterer Anstieg der Haufigkeit
sowie der Schwere der Erkrankung zu erwarten, sodass die
COPD im Jahr 2020 voraussichtlich unter den haufigsten
Todesursachen auf Platz 3 sein wird.

Bis heute sind hinsichtlich des Erkrankungsmechanismus viele
Fragen offen. Die COPD kann zwei Auspragungen zeigen: das
Lungenemphysem mit einer krankhaft tiberblahten Lunge und
die chronische Bronchitis als eine
Entzindung der Atemwege. Um
das Verstandnis dieser Erkrankung,
ihrer Auspragungen und deren The-
rapie entscheidend zu verbessern,
sollen bei der sogenannten EVA-

Studie — EVA steht fur Emphysem
versus Atemwegserkrankung — neue Marker zur Diagnostik
der COPD definiert werden.

Die Studie wird von der Europdischen Union (EU) gefordert
und unter der Leitung des Helmholtz Zentrums Minchen
durchgefuhrt. In insgesamt neun europaischen Landern neh-
men 14 Studienzentren teil, die Zentren in Deutschland sind
Hannover, Minchen, Marburg und Freiburg. Insgesamt sollen
900 Patienten mit einer COPD untersucht werden. Dartber
hinaus sollen 150 gesunde Kontrollpersonen bis Dezember
2011 eingeschlossen werden.
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Die Studie am Fraunhofer ITEM lauft seit August 2009 in
Kooperation mit der Abteilung Pneumologie der Medizini-
schen Hochschule Hannover (MHH) unter der Leitung von
Prof. Dr. med. Tobias Welte. Es sollen 90 Exraucher mit einer
COPD sowie 30 gesunde Exraucher eingeschlossen werden.

Im Rahmen dieser Studie werden bei den Studienteilnehmern
Blutentnahmen, Lungenfunktionspriifungen, eine Uberprifung
der Belastbarkeit, eine Lungenspiegelung sowie eine Compu-
tertomographie der Lunge durchgefihrt.

Ziel der EVA-Studie ist es, spezifische Marker (unter anderem
Gene im Erbmaterial oder bestimmte Proteine in der Lunge) zu
lokalisieren, die zur Klarung der unterschiedlichen Auspragung
der Erkrankung COPD beitragen kénnen. Auf diese Weise er-
geben sich moglicherweise auch neue Ansatzpunkte fur die

Behandlung.
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Eignet sich die SMart Nose®

fir die klinische Anwendung?
Der ITEM-Wissenschaftler Olaf
Holz (im Bild) testet ein Gerét,
mit dem fllchtige Substanzen
in der Ausatemluft analysiert
werden. Die Methodik kénnte
in Zukunft bei der Diagnose von

Atemwegserkrankungen helfen.

'r$

Vorlaufforschung

SMART NOSE®: EINE ELEKTRONISCHE NASE
ANALYSIERT DIE AUSATEMLUFT

Die Abteilung Klinische Atemwegsforschung entwickelt Me-
thoden, um die Entzindung in den Atemwegen mdoglichst
genau zu erfassen. Es bestehen umfangreiche Erfahrungen mit
allen heute zur Verfligung stehenden Methoden, die als vali-
dierte Endpunkte sowohl in klinischen Studien als auch fur die
Grundlagenforschung eingesetzt werden. Das Spektrum reicht
von der Bronchoskopie Uber die Sputum-Analytik, das heil3t
die Untersuchung des abgehusteten Schleims, bis hin zur Ana-
lyse von Stickstoffmonoxid in der Ausatemluft.

Zu den Methoden der Wahl gehéren auch die sogenannten
elektronischen Nasen, mit denen simultan eine Vielzahl von
flichtigen Substanzen in der Ausatemluft erfasst werden
kann. In einer aktuellen Studie testeten Wissenschaftler am
Fraunhofer ITEM die »SMart Nose®«, die auf dem Prinzip der
Massenspektrometrie beruht und bislang noch nicht im medi-
zinischen Bereich eingesetzt wurde. Ziel war es, eine geeignete
Messmethodik fur klinische Proben zu entwickeln und dann
nach Substanzmustern zu suchen, die fir bestimmte Atem-
wegserkrankungen typisch sind.

Dazu wurden 90 freiwillige Probanden mit unterschiedlichen
Erkrankungen der Atemwege untersucht. Bislang konnten an-
hand der Ergebnisse die Substanzmuster in der Ausatemluft
von Rauchern und Nichtrauchern statistisch getrennt werden.
AuBerdem wurden mit den gefundenen Algorithmen auch
Proben von Patienten mit unbekanntem Raucher/Nichtraucher-
Status korrekt klassifiziert. Dies reicht fur einen sinnvollen
Einsatz in der klinischen Forschung allerdings noch nicht aus.
Die Wissenschaftler wollen die Messmethodik weiter optimie-
ren, damit die SMart Nose® in Zukunft auch zwischen anderen
Auspragungen der Atemwegsentziindung unterscheiden
kann.

KONTAKT

Olaf Holz
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Vorlaufforschung

ZELLTHERAPIE BEI ASTHMA

ZUSAMMENFASSUNG

In den vergangenen Jahren konnte die immunologische
Grundlagenforschung zeigen, dass bestimmte regulatorische
Zellen des Immunsystems — regulatorische T-Zellen (Tregs)
und plasmazytoide dendritische Zellen (pDCs) — in der Lage
sind, die allergische Entzindungsreaktion in der Lunge zu
unterdrticken. Damit er6ffnen sich neue Ansatze fur eine
Zelltherapie bei Asthma bronchiale. Die Herausforderung
besteht nun darin, das Potenzial dieses zelltherapeutischen
Verfahrens in klinischen Proof-of-Concept-Studien zu zeigen
und es fur die medizinische Anwendung nutzbar zu machen.
Hierzu ist eine enge Kooperation zwischen akademischen,
klinischen und industriellen Partnern notwendig.
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Konzept

In einer klinischen Proof-of-concept-Studie am Fraunhofer ITEM
ist geplant, die allergische Entziindung bei Asthma-Patienten
durch eine bronchiale Applikation von regulatorischen T-Zellen
(Tregs) oder plasmazytoiden dendritischen Zellen (pDCs) zu
unterdrticken. Hierbei wird das etablierte Modell der segmen-
talen bronchoskopischen Allergenprovokation genutzt, um eine
begrenzte allergische Entziindung auszulésen. Durch eine zu-
satzliche Gabe der regulatorischen Zellen zu dem Allergen in
einem zweiten Lungenabschnitt auf der kontralateralen Seite
kann die antientziindliche Wirkung dieser Immunzellen inner-
halb eines Patienten untersucht werden.

Isolierung der Zellen unter GMP-Bedingungen

Die Isolierung der kdrpereigenen regulatorischen Immunzellen
erfolgt aus dem Blut mit magnetischen Mikrokugelchen, an
die Antikorper gegen spezifische Oberflachenstrukturen der
Zielzellen gekoppelt sind. Um eine GMP-konforme Isolierung
dieser Zellen und damit groBte Reinheit fur die klinischen
Studien zu gewahrleisten, erfolgt dieser Herstellungsprozess
durch das Zellseparationssystem CliniMACS® der Firma Miltenyi
Biotec. Dieses Zellseparationssystem ist bisher als einziges Sys-
tem fUr die Isolation von Zellen zur Anwendung am Menschen
zugelassen.

Interdisziplinares Kompetenz-Cluster aus Fraunhofer
und MHH

Gemeinsam mit der Abteilung Immunologie, Allergologie und
Immuntoxikologie des ITEM werden notwendige praklinische



Daten mit Hilfe humaner In-vitro-Allergiemodelle bzw. geeig-

neter Tiermodelle generiert. Die nach dem Arzneimittelgesetz
(AMG) fur die klinische Studie notwendige GMP-konforme
Isolierung der Zielzellen erfolgt in Zusammenarbeit mit der
GMP-Entwicklungseinheit des Integrierten Forschungs- und
Behandlungszentrums Transplantation der Medizinischen
Hochschule Hannover (MHH). Die notwendige fachgerechte
Gewinnung von autologen Leukozyten aus dem zirkulierenden
Blut im Rahmen einer Zellseparation (Leukapherese) wird in
Kooperation mit dem Zentrum fiir Transfusionsmedizin der
MHH durchgefuhrt.

Aktueller Stand

Zurzeit werden in einer Pilotstudie bei Patienten mit allergi-
scher Rhinitis In-vitro-Daten gewonnen, um die klinische
Studie bei der zustandigen Bundesoberbehérde (Paul-Ehrlich-
Institut) zur Genehmigung einzureichen. Um die Herstellungs-
erlaubnis fur die regulatorischen Immunzellen bei der lokalen
Aufsichtsbehorde beantragen zu kénnen, wird in der GMP-
Entwicklungseinheit der MHH der GMP-konforme Herstel-
lungsprozess der Zielzellen validiert.

Forderung

Dieses Projekt wird als klinisches Teilprojekt (B9) des Sonderfor-
schungsbereiches 587 »Immunreaktionen der Lunge bei Infek-
tion und Allergie« von der Deutschen Forschungsgemeinschaft
(DFG) gefordert.
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Geschaftsfeld 2

PROJEKTUBERSICHT

Untersuchungen zur Sicher-
heit und Wirksamkeit eines
pflanzlichen Praparats 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

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

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

Weiterentwicklung eines
Systems zur Aerosolisierung
und kontrollierten inhalativen
Applikation von Lungen-
surfactant

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

Nanomaterialien auf
dem Priifstand

Ableitung von Grenz-
werten bei Inhalation

Lokale Gentoxizitat in
der Lunge
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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 Nachuntersu-
chungen von Altstoffen regeln. In vielen Fallen be-
steht der Bedarf, neue Produkte oder Produktions-
verfahren zu untersuchen oder generell die Belastung
von Innenrdumen durch Schadstoffe zu prifen. In
diesem Zusammenhang bildet die Entwicklung neu-



er Verfahren zur Messung von luftgetragenen Schad-
stoffen einen weiteren Forschungsschwerpunkt. Phy-
sikalisch-chemische und biologische Modelle helfen,
Wirkstoffe und deren Persistenz in Baumaterialien,
Innenausstattungen und Verbraucherprodukten zu
ermitteln. Weiterhin werden am Fraunhofer ITEM
mathematische Simulationsmodelle zur Expositions-
abschatzung entwickelt.

Immunologische Tests erfassen sensibilisierende und
immunmodulierende Wirkungen. Ein mdégliches irri-
tatives Potenzial von Chemikalien und Umweltschad-
stoffen auf die Atemwege wird mit Hilfe von ver-
schiedenen validierten /In-vitro- und ggf. Tiermodellen
festgestellt. Umfangreiche In-vitro-Testverfahren ste-
hen sowohl zur Abschatzung des gentoxischen Po-
tenzials als auch als Screening-Methoden und zur
Reduzierung von Tierversuchen zur Verfligung. In
den »Environmental Challenge Chambers« der klini-
schen Einheit des Instituts werden fir spezifische
Fragestellungen zur Umwelt- und Arbeitsplatztoxi-
kologie auch Probandenstudien durchgefuhrt.

KONTAKT

Prof. Dr. Clemens Dasenbrock
Telefon +49 511 5350-408
clemens.dasenbrock@
item.fraunhofer.de

Prof. Dr. Wolfgang Koch
Telefon +49 511 5350-117
wolfgang.koch@item.fraunhofer.de



GEWERBE-, UMWELTTOXIKOLOGIE
UND VERBRAUCHERSCHUTZ

Projektbericht

1 Lungengewebe der Maus

mit Carbon-Black-Partikeln (in

Makrophagen eingeschlossen)

2 Nanoréhren: Dicke Kohlen-
stoff-Nanoréhren im Elektronen-
mikroskop. Copyright: Leonhardft,

Leibniz-Institut Dresden

NANOMATERIALIEN AUF DEM PRUFSTAND

ZUSAMMENFASSUNG

Mit »NanoCare« hat das Bundesministerium fur Bildung und
Forschung (BMBF) ein Férderprogramm ins Leben gerufen,
das einen verantwortungsvollen Umgang mit Nanomateria-
lien zum Ziel hat. Im Rahmen dieses Programms werden seit
2010 auch zwei Forschungsverblinde gefordert, an denen
das Fraunhofer ITEM beteiligt ist. Im Verbund »CarbonBlack«
geht es um die Risiken von IndustrieruB3, im Projekt » Carbo-
Tox« werden die Wissenschaftler in den kommenden Jahren
das kanzerogene Potenzial von faserartigen Kohlenstoff-
Nanorohren (Carbon Nanotubes, CMT) untersuchen. In
beiden Fallen ist das Ziel der Forscher, Screening-Verfahren
zu entwickeln, die eine Produktion von gesundheitlich
unbedenklichen Nanomaterialien méglich machen.
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Einleitung

Der zunehmende Einsatz von Nanomaterialien in verschiedens-
ten Produkten erfordert genauere Kenntnisse Uber die Risiken,
die von diesen extrem kleinen Substanzen ausgehen. Unab-
hangig davon, ob es Nanopartikel, -rohrchen, -fasern oder auch
-plattchen sind — die Substanzen sind wesentlich reaktiver,
haben sie doch ein extrem groBes Verhaltnis von Oberflache
zu Volumen. Welches Risiko tatsachlich von diesen Substanzen
ausgeht, hangt unter anderem von der genauen Struktur und
den Eigenschaften ab. Am Fraunhofer ITEM testen die Wissen-
schaftler vor allem die Toxizitat fir Lunge und Atemwege.

Kohlenstoff-Nanorohren

Ihre auBergewodhnlichen Eigenschaften — extreme Zugfestig-
keit, hohe elektrische Leitfahigkeit und das geringe Gewicht —
machen die Kohlenstoff-Nanorchren (CNT) fUr verschiedenste
Produkte interessant. Einige Untersuchungen weisen jedoch
darauf hin, dass bestimmte Nanotubes mit speziellen Eigen-
schaften beim Einatmen ahnlich krebsauslésend sein konnten
wie Asbestfasern. Im Forschungsverbund »CarboTox« soll ein
Screening-Verfahren entwickelt werden, mit dem ein mogliches
krebsausldsendes Potenzial frihzeitig erkannt werden kann.
Am Fraunhofer ITEM werden daftir nur die CNTs verwendet,
die in einem simulierten Lungenmilieu, das heift in kiinstlichem
Lungensurfactant, als Einzelfasern vorliegen und damit asbest-
ahnlich reagieren kénnten. Von kirzeren Nanotubes und sol-
chen, die im Knauel vorliegen, scheinen, so die bisherigen
Kenntnisse, keine toxischen Wirkungen auszugehen. Um den
Einfluss von Durchmesser, Lange und funktionellen Gruppen



untersuchen zu kénnen, werden von einem Projektpartner
mabBgeschneiderte CNTs hergestellt. Die Untersuchungen wer-
den im Tiermodell — in vivo — und im Labor in verschiedenen
In-vitro-Tests an Zellkulturen durchgefihrt.

Kohlenstoff-Nanopartikel

Carbon Black ist die englische Bezeichnung fiir IndustrieruB,
ein Material, das weltweit in groBen Mengen hergestellt wird.
Es besteht aus kleinsten Nanopartikeln und wird beispielsweise
in der Produktion von Autoreifen und anderen Kunststoffen
verwendet. Ein Gesundheitsrisiko dieser Kohlenstoff-Nanopar-
tikel (CBNP) kann bisher nicht ausgeschlossen werden, die
Weltgesundheitsorganisation stuft die Partikel als potenziell
krebsausldésend ein. Das BMBF fordert den Forschungsverbund
»CarbonBlack«, um zu klaren, inwieweit das Gefahrdungspo-
tenzial von den verschiedenen Eigenschaften der unterschied-
lichen Carbon-Black-Sorten abhangt. Am Fraunhofer ITEM in
Hannover werden insbesondere die toxikologischen Wirkungen
auf menschliche Lungenzelllinien und Lungenschnitte getestet
und im Tiermodell Uberpruft. Im Verbund soll in den kommen-
den drei Jahren ein mehrstufiges Prufsystem entwickelt wer-
den, mit dem die toxischen Wirkungen von verschiedenen
Carbon-Black-Nanopartikeln auf Lunge und Atemwege des
Menschen quantifiziert werden kénnen.
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Projektbericht

ABLEITUNG VON GRENZWERTEN

BEI INHALATION

ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen des EU-Projekts OSIRIS arbeiten Mitarbeiter der
Chemikalienbewertung am Fraunhofer ITEM zusammen mit
weiteren europaischen Partnern an der Entwicklung einer
integrierten Teststrategie (ITS) fur den Endpunkt chronische
Toxizitat von Chemikalien. Ziel ist es, durch die Kombination
und Gewichtung aller bereits verfigbaren In-vitro- und In-vivo-
Daten einer Chemikalie zu einer Risikobewertung zu gelangen
und dadurch weitere Tierversuche zu vermeiden. Ein Baustein
der integrierten Teststrategie ist das TTC-Konzept (Threshold
of Toxicological Concern). Bleibt die Exposition des Menschen
unterhalb der TTC-Grenzwerte, wird kein Risiko fir den Men-
schen angenommen. Im Rahmen des OSIRIS-Projektes wurden
mit Hilfe der FhG-Datenbank RepDose (www.Fraunhofer-Rep-
Dose.de) TTC-Grenzwerte fUr die inhalative Aufnahme nicht
gentoxischer Substanzen abgeleitet.
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Einleitung

Die TTC-Grenzwerte werden angewendet, wenn keine Tierver-
suche zu einer Substanz vorliegen oder eine Testung technisch
nicht moglich ist. Sie wurden bisher schon erfolgreich zur Re-
gelung von Lebensmittelzusatzstoffen und Zusatzen in Kosme-
tika eingesetzt. Im TTC-Konzept werden — basierend auf struk-
turellen Merkmalen — mit Hilfe des sogenannten Cramer-Ent-
scheidungsbaumes drei Substanzklassen und deren Grenzwerte
unterschieden. Die Cramer-Klassen 1 und 2 enthalten Substan-
zen, deren Struktur eine geringe/moderate Toxizitat unterstitzt,
wahrend Cramer-Klasse 3 alle Substanzen mit vorwiegend
reaktiven strukturellen Gruppen enthélt, von denen eine toxi-
sche Wirkung angenommen wird. Der Cramer-Entscheidungs-
baum basiert auf theoretischen Uberlegungen und wurde be-
reits 1978 fur systemische Toxizitat entwickelt. 1996 nutzte
Munro die Cramer-Klassen, um TTC-Grenzwerte fir die orale
Aufnahme abzuleiten. Hierzu entwickelte er die sogenannte
Munro-Datenbank, die NOEL- und LOEL-Werte (No und
Lowest Observed Effect Level) von Uber 600 Substanzen aus
Gberwiegend subchronischen und chronischen Studien in
Ratten, Mausen, Hamstern und Kaninchen enthalt. Es wurde
ein Grenzwert von 1800 pg/Person/Tag fur Cramer-Klasse 1,
540 pg/Person/Tag fiir Cramer-Klasse 2 und 90 pg/Person/Tag
fur Cramer-Klasse 1 abgeleitet.

Ziel des Projektes

Fur die Exposition am Arbeitsplatz spielt Aufnahme von Sub-
stanzen Uber Inhalation eine wichtige Rolle. Ziel dieses Projek-



tes ist es zu evaluieren, inwieweit sich das TTC-Konzept zur

Ableitung von Grenzwerten fur inhalativ aufgenommene
Substanzen eignet.

Ableitung der Grenzwerte

203 Industriechemikalien mit Inhalationsstudien zur wiederhol-
ten Verabreichung konnten innerhalb der RepDose-Datenbank
identifiziert werden. Grenzwerte wurden analog zu dem von
Munro entwickelten Vorgehen abgeleitet und ergaben Grenz-
werte von 4 pg/Person/Tag fur Cramer-Klasse 1 und 71 g/
Person/Tag fur Cramer-Klasse 3. Da nur wenige Substanzen
(4%) in Klasse 2 gruppiert wurden, konnte hier kein Grenz-
wert abgeleitet werden. Damit liegen die Inhalationsgrenzwer-
te signifikant tiefer als die TTC-Werte fir die orale Exposition.
Es konnte gezeigt werden, dass ein Grund fur die beobachtete
Differenz der inhalativen und oralen Grenzwerte die Sensitivi-
tat des respiratorischen Traktes fiir lokale Effekte in Inhalations-
studien ist. Lokale Effekte im respiratorischen Trakt treten haufig
und schon bei geringen Konzentrationen auf und bestimmen
dadurch den NOEC (No Observed Effect Concentration).

Tabelle 1: Abgeleitete TTCs fiir inhalative Auf-
nahme, basierend auf den Daten in der Datenbank
RepDose

TTC fur
Daten- Anzahl Cramer-Klasse
quelle  Route Substanzen (ug/Person/Tag)”
1 3
RepDose Inhalation Alle 203 71 4
Substanzen
RepDose Inhalation Nicht gen-
toxische 136 180 4

* Exposition: 24 Stunden/Tag an 7 Tagen/Woche

In einem nachsten Schritt wurden alle Substanzen mit Struk-
turalerten fUr Gentoxizitat ausgeschlossen, da gentoxische
Substanzen Uber einen spezifischnen TTC-Wert von 0,15 pg/
Person/Tag reguliert sind. Fir nicht gentoxische Substanzen
wurden die folgenden TTC-Werte erhalten: 180 ug/Person/Tag
fir Cramer-Klasse 1 und 4 pg/Person/Tag fur Cramer-Klasse 3.
Eine Ubersicht der in diesem Projekt abgeleiteten Grenzwerte
ist in Tabelle 1 dargestellt.

Ausblick

Die europadische Direktive REACH verlangt die Risikobewertung
tausender Chemikalien innerhalb der nachsten Jahre. Die in
diesem Projekt abgeleiteten inhalativen Grenzwerte stellen zu-
sammen mit den schon in der Literatur beschriebenen oralen
TTC-Werten eine nitzliche und transparente Methode dar,
weitere Tierversuche zu vermeiden, wenn die Exposition unter-
halb des substanzspezifischen Grenzwertes liegt. Durch Einbe-
ziehen routenspezifischer Unterschiede kann das TTC-Konzept
und damit die abgeleiteten Grenzwerte weiter verbessert wer-
den.
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Projektbericht

LOKALE GENTOXIZITAT IN DER LUNGE

ZUSAMMENFASSUNG

Wie wirken Fein- und Ultrafeinstaube auf das Erbgut von
Lungenepithelzellen ein, wenn sie eingeatmet werden? Die-
ser mechanistischen Frage nach der lokalen Gentoxizitat von
Partikeln gingen Wissenschaftler am Fraunhofer ITEM nach,
indem sie aus einer bereits abgeschlossenen Tierstudie vor-
handene Lungengewebsproben immunhistochemisch auf
die Expression von Gentoxizitdtsmarkern untersuchten und
diese Ergebnisse mit Daten zu anderen Endpunkten aus der
Originalstudie sowie mit Literaturdaten verglichen.

64 1 65

Einleitung

Um die lokale Gentoxizitat von Fein- und Ultrafeinstduben in
Lungenepithelzellen zu untersuchen, wurde zum einen die
aktuelle Literatur ausgewertet, zum anderen wurde experi-
mentell ein immunhistochemischer Ansatz gewahlt. Dieser
ermoglichte es, vorhandene Lungengewebsproben von
(Nano)partikel-exponierten Tieren aus einer abgeschlossenen
Fraunhofer-ITEM-Studie retrospektiv auf lokale Gentoxizitat
zu untersuchen. Zum Nachweis wurden dabei verschiedene
Marker fUr Gentoxizitat ausgewahlt. Entsprechende, kommer-
ziell verfgbare Primarantikorper fur formalinfixiertes, in Paraf-
fin eingebettetes Gewebe wurden zunachst validiert und die
immunhistochemischen Nachweisreaktionen an die Anforde-
rungen des vorhandenen Untersuchungsmaterials angepasst.

Lungengewebsproben

Die in Paraffin eingebetteten Lungengewebsproben stammten
aus Ratten, die durch mehrmalige intratracheale Instillation fur
3 Monate, also subchronisch, gegeniber Quarz, amorphem
Siliziumdioxid oder RuB exponiert worden waren. Zusatzlich
standen Ergebnisse einer Kanzerogenitatsstudie mit intratrache-
aler Instillation der gleichen Partikel sowie 3-Monatsdaten zur
Entztindungssituation (bronchoalveoldre Lavage und Histologie)
zur Verfligung, die eine vergleichende Validierung der Gentoxi-
zitatsmarker und Bewertung ihrer Expression ermdglichten.



Immunhistochemischer Nachweis
von 8-Hydroxy-2-desoxyguanosin
(8-OH-dG) als pramutagene DNA-
Basenmodifikation und Marker fir
oxidative DNA-Schéden in Lungen-

gewebe einer Ratte nach Behandlung

mit TestruB3 (Printex® 90). Epitheliale

Zellen mit positivem, rot markiertem

Kern wurden quantifiziert.

Marker fir Gentoxizitat

Die lokale Gentoxizitat wurde durch immunohistochemische
Detektion und nachfolgende bildanalytische Quantifizierung
von vier verschiedenen DNA-Schadigungsmarkern untersucht.
Die folgenden Gentoxizitdtsmarker wurden ausgewahlt:
Poly(ADP-Ribose) (PAR), phosphoryliertes H2AX (y-H2AX),
8-Hydroxy-2’-desoxyguanosin (8-OH-dG) und 8-Oxoguanin-
DNA-Glycosylase (OGG1). PAR zeigt frihe Zellreaktionen bei
DNA-Schaden an, y-H2AX weist vor allem auf DNA-Doppel-
strangbriiche (DSB) hin, 8-OH-dG stellt eine haufige, pramu-
tagene oxidative DNA-Basenmodifikation dar und OGG1
spiegelt die Reparaturkapazitat bezuglich oxidativer DNA-
Schaden wider.

Ergebnisse

Die Studie zeigte, dass eine quantitative, bildanalytische Be-
stimmung von Gentoxizitdtsmarkern in epithelialen Zellen der
Lunge nach immunhistochemischer Markierung mittels spezifi-
scher Antikérper in Paraffinschnitten moglich ist. In der unter-
suchten Uberladungssituation zeigte sich in den 3-Monatspro-
ben eine unterschiedlich ausgepragte lokale Gentoxizitat, die
gewisse Rickschlisse auf mogliche gentoxische Wirkmecha-
nismen von Partikeln zulieB. Als am empfindlichsten erwies
sich dabei der DNA-Doppelstrangbruchmarker y-H2AX. Die
y-H2 AX-Expression korrelierte am besten mit den in der Origi-
nalstudie erhobenen Daten zum Entziindungsgeschehen und
mit den Daten der Kanzerogenitatsstudie und zeigte Unter-
schiede zwischen den drei Partikeltypen auf. Die Ergebnisse
standen dabei insgesamt in Einklang mit Literaturdaten zur
Gentoxizitat dieser Partikel.

Abb. 1: Quantitative Auswertung von 8-OH-dG-
positiven Zellkernen in Lungenschnitten partikel-
exponierter Ratten

Der Marker 8-OH-dG stellt eine pramutagene, oxidative Basen-
modifikation dar und wurde mittels Immunhistochemie in Lungen-
epithelzellen nachgewiesen. Zur Quantifizierung wurde ein auto-
matisiertes Durchlichtmikroskop mit digitaler SIS-Kamera und das
Bildanalysesystem »SIS Analysis Five« eingesetzt. Es erfolgte eine
Auswertung von 20 peribronchioldren Feldern pro Lungenschnitt.
Die Tiere waren fur 3 Monate mit einem TestruB3 (Printex® 90),
kristallinem (DQ12) oder amorphem SiO, (Aerosil® 150) behandelt
worden. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung
von 6 Tieren pro Behandlungsgruppe. Die Zahl der positiven
Zellkerne wurde dabei auf mm? Gewebeflache bezogen.
Statistisch signifikant von der Kontrolle: ** p<0,01, *** p< 0,001,
Student’s t-Test flr ungepaarte Werte.

Positive Kerne pro mm?

500
* % %
400 —|—
300 * % **
— —
200
100
0
Kontrolle DQ12-Quarz  Aerosil 150 Printex 90
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Bei Quarz DQ12 ergaben alle verwendeten Marker statistisch
signifikante positive Ergebnisse, was fir pragnanten gentoxi-
schen Stress, das Entstehen von DSB sowie von oxidativen
DNA-Schaden mit korrespondierender Reparaturaktivitat
sprach. Die gentoxische Antwort auf die Exposition gegentber
Printex® 90 (TestruB) war trotz htherer Dosierung weniger
deutlich ausgepragt, aber es wurde dennoch eine signifikante
Erhéhung an DSB- und 8-OH-dG-positiven Kernen und OGG1-
positivem Zytoplasma detektiert. Bei Aerosil® 150 (amorphes
Siliziumdioxid) waren nur die 8-OH-dG-Werte und die OGG1-
abhangige Reparaturaktivitdt (OGG1-Expression im Zytoplasma)
statistisch signifikant erhoht.

Mit dieser Studie konnten die Wissenschaftler am Fraunhofer
ITEM eine Methode etablieren, um an Paraffingewebeschnit-
ten auch retrospektiv die lokale Gentoxizitat von Partikeln in
der Lunge mit Hilfe verschiedener Gentoxizitatsmarker quanti-
tativ zu erfassen, also einen Ansatz, der auch fur die Prognose
von partikelbedingten Tumorerkrankungen von Bedeutung
sein durfte. Bei entsprechender Anpassung erlaubt diese Me-
thode theoretisch die Erfassung lokaler Gentoxizitat in vivo

in verschiedenen Zielorganen und bietet somit weitreichende
Maoglichkeiten flr eine Integration von Gentoxizitatsendpunk-
ten in subchronische Toxizitatsstudien sowie fir mechanisti-
sche Untersuchungen, wie z.B. die Unterscheidung von gento-
xischen und nicht gentoxischen Kanzerogenen. Das vorliegende
Forschungsprojekt wurde von der Bundesanstalt fir Arbeits-
schutz und Arbeitsmedizin geférdert.
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PROJEKTUBERSICHT

Aerosoltechnik

Validierung eines DV-gestitz-
ten Modells zur Abschatzung
der inhalativen und dermalen
Exposition bei Sprayprozessen

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

Reduktion der Gefahren
durch luftgetragene Mikro-
organismen: schnelle, auto-
matisierte und spezifische
Detektion von Keimen und
Viren mittels immunbiologi-
scher Verfahren

Charakterisierung der Expo-
sition bei Verwendung unter-
schiedlicher Sprayprodukte im
Haushalt

Untersuchung zur Partikel-
deposition im Respirations-
trakt des Minischweins

Experimentelle Untersuchun-
gen zur Sicherheit bei Trans-
port und Lagerung radioakti-
ver Stoffe

Untersuchungen zu Schutz-
maBnahmen von Einsatzper-
sonal in radiologischen Not-
fallen

Bereitstellung aerosoltechni-
scher Expertise und Anlagen
flr Bau und Betrieb einer
Aerosolkammer fur Mikro-
organismen

Allgemeine und
Reproduktionstoxikologie

Einfluss niederfrequenter elek-
tromagnetischer Felder auf das
sich entwickelnde blutbilden-
de System, das Immunsystem
und das ZNS in vivo

Bio- und Umweltanalytik

Chemische Charakterisierung
von Bitumenkondensaten

Charakterisierung der Zusam-
mensetzung von Biozidpro-
dukten (Stoffgemischen)

Untersuchung zur Freisetzung
von Formaldehyd aus Form-
aldehyddepotverbindungen

Untersuchungen zur Bestim-
mung der inhalativen und
dermalen Exposition beim
Verspriihen von biozidhaltigen
Produkten an Arbeitsplatzen

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-
atmosphdaren und Formulie-
rungen

Entwicklung von Methoden
zur Non-Target-Analytik
komplexer Gemische

Entwicklung von NMR/MS-
Datenmodellierung zur
Charakterisierung zustands-
abhangiger Metaboliten-
muster

Strukturaufklarung von
Verunreinigungen und Ab-
bauprodukten in Pharmaka
mittels LC-NMR- und LC-MS-
Untersuchungen

Begleitende analytische
Untersuchungen zu In-vitro-
Expositionsstudien mit Gasen
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Bestimmung spezifischer
anorganischer Tracer fur die
Erstellung von Ausbreitungs-
und Verteilungsmodellen

Gehaltsbestimmung toxischer
Elemente in Verbraucherpro-
dukten

Zytostatika-Monitoring:
Arbeitsplatziberwachung bei
der zentralen Zubereitung
von Zytostatika in Kliniken
und Apotheken

Datenbanken und
Informationssysteme

RITA — Registry of Industrial
Toxicology Animal-data

CEPA - Cell Proliferation and
Apoptosis

goRENI INHAND - Internatio-

nal Harmonization of Nomen-
clature and Diagnostic criteria
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Genetische Toxikologie

Comet-Assay-basierte Beur-
teilung der Gentoxizitat von
quarzhaltigen Keramikfasern

Mechanistische Untersuchun-
gen zur Gentoxizitdt von
Nitrostyrolderivaten unter
besonderer Beriicksichtigung
der Topoisomerase Il-Aktivitat

Untersuchungen zum gen-
toxischen Potenzial von
Bisphenol A als moglichem
Freisetzungsprodukt aus
Zahnfdllmaterialien an pri-
maren Gingivafibroblasten

Untersuchungen zur In-vitro-
und /In-vivo-Gentoxizitat von
innovativen Arzneimitteln

Teilnahme an einer inter-
nationalen Ringstudie zum
Ames-Fluktuationstest

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 Pri-
marpartikeln in der Lunge

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

Entwicklung von Screening-
Verfahren zur Untersuchung
eines moglichen kanzeroge-
nen 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 zelluldrer Wir-
kungen von luftgetragenen
Substanzen und Wirkstoffen
in vitro

Erweiterte Pravalidierung der
Air/Liquid-Interface-Techno-
logie als Priifmethode fur
inhalative Substanzen (Gase)
im Rahmen einer Ringstudie



In-vitro-Expositionen von
Nanopulvern gegen Zelllinien
aus verschiedenen Lokalisa-
tionen des Respirationstraktes
zur Charakterisierung der
partikuldren Aufnahme und
Verteilung

Herstellung komplexer Zell-
kulturmodelle fur den Einsatz
in Screeningverfahren zu
Wirkuntersuchungen von
Substanzen

Klinische Chemie und
Toxikokinetik

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

Untersuchung der dermalen
Aufnahme von Zinkoxid-
Nanopartikeln

Untersuchung von Entzin-

dungsparametern und
oxidativem Stress in der
bronchoalveoldren Lavage-
flussigkeit der Ratte

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

Screening-Untersuchungen
an humanen Zelllinien aus
unterschiedlichen Lokalisatio-
nen des Respirationstraktes
zur Toxizitat von Carbon-Black-
Nanopartikeln

Pathologie

Elektronenmikroskopische
Untersuchung des Verhaltens
von Nanopartikeln nach zellu-
larer Aufnahme in verschiede-
nen Zellkultursystemen

Elektronenmikroskopische
Untersuchung zum Nachweis
von inhalierten bzw. instillier-
ten Nanopartikeln im Respira-
tionstrakt

Elektronenmikroskopische
Untersuchung zur Transloka-
tion von feinen und nano-
skaligen Titandioxid-Partikeln
von der Nase zum Gehirn

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

Histologische Untersuchun-
gen des Respirationstrakts
nach Inhalation beziehungs-
weise intratrachealer Instilla-
tion unterschiedlicher Faser-
und Partikeltypen

Histologische, immunhisto-
chemische und morphome-
trische Untersuchungen zur
Wirkung von verschiedenen
Fasertypen auf Peritoneal-
zellen

Pathogenetische und immun-
biologische Untersuchungen
zur Staubkanzerogenitat

Pathologie-Datenbank RITA
(Registry of Industrial Toxi-
cology Animal-data) in
Zusammenarbeit mit der
Arbeitsgruppe Datenbanken
und Informationssysteme

Zellproliferationsuntersuchun-
gen im Respirationstrakt nach
Inhalation von verschiedenen
Fasertypen

Zelluldre und subzellulare
Effekte an Epithelzellen der
Lunge der Ratte nach Inhala-
tion von feinen und nano-
skaligen Titandioxid-Partikeln
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Projektberichte

REACH: Registrierungen in
der Praxis

Zulassung von Biozidpro-
dukten: neue Herausforde-
rungen fiir die Antragsteller
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In dem Geschaftsfeld Prifung und Registrierung

von Chemikalien, Bioziden und Pflanzenschutzmit-
teln konzentriert sich die langjahrige Erfahrung und
die umfassende Expertise in der Risikobewertung.
Diese umfasst die Expositionsabschatzung, Umwelt-
verhalten, Toxikologie und Okotoxikologie.

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



Das Fraunhofer ITEM arbeitet je nach Bedarf eng mit
verschiedenen Fraunhofer-Instituten und anderen

Auftragsforschungsinstituten zusammen. Somit kénnen
alle fur die gesetzlich vorgeschriebene Risikobewer-
tung geforderten Daten, physiko-chemische Eigen-
schaften und Okotoxizitdt eingeschlossen, aus einer
Hand geliefert und die Gesamtbewertung sowie
Registrierungsdossiers erstellt werden. Alle Gutach-
ten werden unter der Einhaltung hoher Standards
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 Ge-
schaftsfeld stetig weiter ausgebaut.
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inge.mangelsdorf@item.fraunhofer.de
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Dr. Jochen Buschmann

Telefon +49 511 5350-462
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Projektbericht

REACH: REGISTRIERUNGEN IN DER PRAXIS

ZUSAMMENFASSUNG

Im Rahmen der Registrierung von Industriechemikalien nach
der neuen europaischen Chemikalienverordnung REACH
(Registration, Evaluation, and Authorisation of Chemicals)
waren fur Stoffe mit einem Produktions- bzw. Importvolumen
von mehr als 1000 t/a die ersten Registrierungsdossiers zum
30. November 2010 bei der European Chemicals Agency
(ECHA) einzureichen. Das Team der Chemikalienbewertung
am Fraunhofer ITEM erstellte fir eine Reihe von Stoffen mit
den hochsten Produktions- bzw. Importvolumina die Regis-
trierungsdossiers.
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Kernpunkt der Registrierungsdossiers fir Industriechemikalien
ist — neben umfangreichen Daten zur Wirkung auf Mensch
und Umwelt — die Ableitung der Rahmenbedingungen fur
einen sicheren Umgang mit den jeweiligen Stoffen innerhalb
der identifizierten Verwendungen. Hierzu waren Wirkschwel-
len zu definieren, unterhalb derer mit keinen negativen Aus-
wirkungen auf Mensch und Umwelt zu rechnen ist: sogenannte
»Derived No Effect Levels« (DNEL) fur die Toxikologie und
»Predicted No Effect Concentrations« (PNEC) fur die Okotoxi-
kologie. Aus dem Vergleich dieser Werte mit den abgeschatz-
ten Expositionen fur die jeweilige Verwendung erfolgt die
Bewertung, ob der Stoff sicher verwendet werden kann.

Schwierigkeiten

Die Abstimmung der Verwendungen zwischen Herstellern,
Weiterverarbeitern und Anwendern stellte sich aufgrund
unterschiedlicher Verwendung und Bedeutung von Begriffen
in den verschiedenen Sektoren als schwierige Aufgabe dar.

Die andauernden Aktualisierungen der technischen Leitfaden
trugen dabei nicht zur Verbesserung der Situation bei, sondern
sorgten zusatzlich fur Verwirrung. Ebenso wurden einige fur
die Registrierung wichtige Software-Tools erst spater als an-
gekindigt geliefert bzw. befinden sich noch immer in der
Entwicklung. Andere Tools stellten sich als fehlerhaft heraus.



Losungen

Trotz der genannten Schwierigkeiten konnten alle durch das
Fraunhofer ITEM betreuten Stoffe mit den héchsten Produk-
tions- bzw. Importvolumina fristgerecht und entsprechend
den gesetzlichen Bestimmungen registriert werden. Die dabei
gewonnenen Erfahrungen (im Bereich Expositionsabschatzung
und Grenzwertableitung wie auch aus den Diskussionen inner-
halb der Konsortien und zwischen den Akteuren der Liefer-
kette) konnen nun fir die nachsten Registrierungsphasen von
Stoffen kleinerer Produktionsvolumina sowie eine moglicher-
weise erforderliche Uberarbeitung eingereichter Dossiers ge-
nutzt werden.

Dariber hinaus arbeiten die Mitarbeiter der Abteilung aktuell
fur das Umweltbundesamt an einem Projekt zum Vergleich
der nationalen Methoden zur Stoffbewertung, in dem die Ver-
fahren zur Ableitung von Wirkschwellen und Grenzwerten
vergleichend untersucht werden.

Ausblick

Das interdisziplindre Team der Abteilung wird die Entwicklung
von REACH durch die Mitarbeit in verschiedenen Arbeitskreisen
(z. B. niedersachsischer Arbeitskreis »Europaische Chemikalien-
politik«) weiter begleiten. Die bisher gemachten Erfahrungen
werden im Rahmen des Arbeitskreises vorgestellt und in die
Diskussion eingebracht. Dadurch und durch die langjahrigen
Erfahrungen in den verschiedenen Bereichen der Chemikalien-
bewertung sind die Mitarbeiter in der Lage, die betroffenen
Unternehmen bei der Umsetzung von REACH kompetent zu
unterstitzen.

KONTAKT

Dr. Gustav Kénnecker
Telefon +49 511 5350-328
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Projektbericht

ZULASSUNG VON BIOZIDPRODUKTEN:
NEUE HERAUSFORDERUNGEN FUR DIE

ANTRAGSTELLER

ZUSAMMENFASSUNG

Biozidprodukte unterliegen einem komplexen Zulassungs-
verfahren, das flr Firmen mit einer Reihe von Hirden ver-
bunden ist. Ein interdisziplindres Team aus dem Bereich der
Chemikalienbewertung entwickelt am Fraunhofer ITEM
Konzepte und Systeme, die die Erstellung von Dossiers fur
die Produktzulassung vereinfachen kénnen und zum Einspa-
ren von Studien beitragen.

76 1 77

Der Einsatz von Biozidprodukten ist fest in unserem taglichen
Leben verankert. Dabei gelten als Biozidprodukte nicht nur
Desinfektionsmittel und Insektizide, sondern ebenso Produkte,
die die Haltbarkeit von Materialien wie beispielsweise Papier
oder Holz verlangern oder den reibungslosen Ablauf von Ar-
beits- und Werkprozessen aufrechterhalten. Aufgrund ihrer
Wirkung gegen Schadlinge bieten sie einerseits einen hohen
Schutz, stellen andererseits aber auch eine potenzielle Gefahr
far Mensch und Umwelt dar. Daher unterliegen Wirkstoffe
und Produkte einem komplexen Zulassungsverfahren nach
der Biozidprodukt-Richtlinie (BPD 98/8/EG).

Neue Konzepte fiir die Produktzulassung

Die Bewertung vieler Wirkstoffe ist zurzeit in der Endphase,

und Uber die Aufnahme der bioziden Wirkstoffe in Annex I/IA
wird diskutiert. Nun stellt sich die Herausforderung, Konzepte
zu entwickeln, die die Erstellung von Dossiers fir die Produkt-
zulassung erleichtern. Speziell fur die Beratung von Firmen,
die eine Vielzahl von Produkten auf den Markt bringen, ist im
Fraunhofer ITEM ein Datenmanagement-System entwickelt
worden. Datenlicken werden schnell analysiert und vorhan-
dene Informationen anderer Produkte auf Ubertragbarkeit ge-
prift; Ziel ist es unter anderem, (Tier-)Versuche einzusparen.

Eine weitere Vereinfachung ermdglicht das Konzept der »Rah-
menformulierungen«. Es ist anwendbar bei Zulassungen von
mehreren Produkten, wenn diese dieselben aktiven Wirkstoffe



und Hauptbestandteile enthalten und sich nur in Duft und Far-

be unterscheiden. Zudem mussen auch dieselbe Applikations-
art und derselbe Verwendungszweck zugrunde liegen. Eine
Anderung in der Zusammensetzung darf weder das Risiko fir
Mensch und Umwelt erhéhen, noch die Wirksamkeit beein-
trachtigen. Hierbei ist zu beachten, dass schon die Zugabe
eines einzigen weiteren Inhaltsstoffes die Risikobewertung
und auch die Klassifizierung des Produktes beeintrachtigen
kann. Bevor eine Zulassung mittels Rahmenformulierung ge-
plant werden kann, ist eine detaillierte Analyse der Produktzu-
sammensetzungen unter Einbeziehung aller Inhaltsstoffe und
die Beachtung moglicher kumulativer Toxizitdten notwendig.

Mikrobielle Wirksamkeit im Test

Ein weiterer Eckpunkt innerhalb der Biozidprodukt-Richtlinie
ist die Testung der Produkte auf ihre mikrobielle Wirksamkeit.
Hierbei muss gezeigt werden, dass bei der empfohlenen An-
wendungskonzentration eine ausreichende Wirksamkeit ge-
geben ist, ohne dass schadliche Effekte auf Mensch, Tier und
Umwelt auftreten. Besondere Beachtung verdient die Tatsache,
dass alle spezifischen Auslobungen, also Etikettierungen wie
»bakterizide«, »tuberkulozide« oder »viruzide« Wirkung mit
entsprechenden Tests untermauert werden mussen.

Entgegen der minimalen Wirksamkeitsanforderungen fur den
Annex-I-Eintrag der aktiven Substanzen wird also fur die Bio-
zidprodukte ein umfangreiches und vollstandiges Wirksam-
keitsprofil gefordert. Dieses Profil kann je nach Produkt indivi-
duell unterschiedlich sein und ist abhdngig von der Auslobung
des Produktes und dem Produkt-Typ, in dem das Produkt
zugelassen werden soll. Ist z. B. die Zulassung eines Produktes
sowohl fir die Desinfektion im Lebensmittelbereich als auch
fur die Oberflachendesinfektion im Krankenhaus geplant, sind
unterschiedliche Tests durchzufthren, obwohl die Wirksamkeit
fur denselben Zielorganismus beworben wird.

Daraus ergibt sich, dass keine allgemeingultigen Vorgaben fur
die Biozidprodukte existieren, sondern die erforderlichen Richt-
linien und Tests pro Produkt oder Produktgruppe erst in Ab-
hangigkeit von der Auslobung ermittelt werden mussen. Fur
die Bewertung der Wirksamkeit sind zudem bestimmte End-
punkte entscheidend: Ein Test gilt dann als bestanden, wenn
das Produkt in einer vorgegebenen Zeiteinheit eine bestimmte
Anzahl an Testorganismen inhibiert bzw. abtotet. Speziell fur
Biozidprodukte in Produktarten 6 bis 22 ist es schwieriger, die
passende Richtlinie zu identifizieren und Testlabors zu finden.

Unklare Abgrenzung zu anderen Regularien

Weitere Schwierigkeiten im Zulassungsverfahren fir Biozidpro-
dukte sind z.B. die Beurteilung von Mischungstoxizitaten oder
der kumulativen Toxizitat und auch die unklare Abgrenzung zu
anderen Regularien (Pflanzenschutzmittel, Arzneimittel oder
Kosmetik-Inhaltsstoffe). So ist z. B. innerhalb der EU unter-
schiedlich geregelt, ob Sonnenschutzmittel mit Repellentien
(Muckenschutz) Biozidprodukte sind oder aber als kosmetische
Produkte gelten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Herausforderung
in den unterschiedlichen Datenanforderungen liegt, die sich
aus Produktart, -auslobung und -zusammensetzung ergibt.
Das interdisziplindre Team der Chemikalienbewertung entwi-
ckelt kontinuierlich Strategien, um vorhandene Daten effektiv
zu nutzen. Aufgrund der langjahrigen Erfahrung mit der Er-
stellung von Wirkstoffdossiers unterstitzen die Mitarbeiter des
Fraunhofer ITEM ihre Kunden zielgerichtet bei der Zulassung
von Biozidprodukten.

KONTAKT
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Geschaftsfeld 4

PROJEKTUBERSICHT

Stoffbewertungen,
Chemikalien

Arbeiten im Zusammenhang
mit der Europaischen Chemi-
kalienverordnung (REACH):
Beratung von betroffenen
Firmen, Hilfestellung bei der
Vorbereitung auf die Regis-
trierung, Evaluierung not-
wendiger Daten, Erstellung
von IUCLID-Stoffdatensatzen
und Stoffsicherheitsberichten,
Entwicklung von Teststrate-
gien, Waiving-Begriindungen
und Expositionsszenarien
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Bearbeitung und Aktualisie-
rung von IUCLID-Stoffdaten-
satzen, »SIDS Initial Assess-
ment Profiles« und »SIAR
Hazard Assessments« fr
Industriechemikalien im Rah-
men der HPV-Initiative des
Weltchemieverbandes (ICCA);
besondere Erfahrungen be-
stehen in der Bearbeitung
sogenannter Stoffgruppen-
betrachtungen (»category
approaches«)

Erstellung von »International
Chemical Safety Cards« (ICSC)
im Rahmen des »Internatio-
nal Programme on Chemical
Safety« (IPCS) fur die Weltge-
sundheitsorganisation (WHO)

Erstellung von Risikobewer-
tungen bzgl. »Human Health«
und »Environment« im Rah-
men von HERA (Human and
Environmental Risk assess-
ment on Ingredients of
Household Cleaning Pro-
ducts)

Erstellung von Stoffberichten
far das Noxen-Informations-
system NIS im Auftrag von
verschiedenen Landesministe-
rien

Neustoffanmeldungen und
Beratungsvertrage im Auftrag
japanischer Firmen

Erstellung von Gutachten
zur Toxikologie verschiedener
Chemikalien

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



Biozide

Erstellung von Dossiers fur
die Bewertung von »alten«
bioziden Wirkstoffen im Rah-
men der 4. Prioritatenliste
der EU-Altbiozid-Review-
Regulation, inkl. Erarbeitung
von Expositionsszenarien und
Prifstrategien

Vorbereitende Konzeptent-
wicklung zur Erstellung von
Dossiers fur die Produktzulas-
sungen; inkl. Studienmoni-
toring, Risikobewertungen,
Erarbeitung von Expositions-
szenarien und Prifstrategien

QSAR, Datenbanken

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

Bericht zu Strukturwirkungs-
beziehungen von Glykolether
im Auftrag des Bayerischen
Landesamts fir Gesundheit
und Lebensmittelsicherheit

Bewertung Human-
und Tierarzneimittel

Bewertung der Auswirkun-
gen von Arzneimitteln auf
die Umwelt

Erstellung von Gutachten fur
die Zulassung von Tierarznei-
mitteln

Expositionsabschatzungen

Erstellung von »Environmen-
tal Health Criteria Docu-
ments« (EHC) zu »Dermal
exposure« im Rahmen des
»International Programme
on Chemical Safety« (IPCS)
fur die World Health Organi-
zation (WHO)



FRAUNHOFER-GESELLSCHAFT

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 kénnen, die erst in funf oder zehn Jahren
far Wirtschaft und Gesellschaft aktuell werden.

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

Mit ihrer klaren Ausrichtung auf die angewandte Forschung
und ihrer Fokussierung auf zukunftsrelevante Schlisseltechno-
logien spielt die Fraunhofer-Gesellschaft eine zentrale Rolle im
Innovationsprozess Deutschlands und Europas. Die Wirkung
der angewandten Forschung geht Gber den direkten Nutzen
fir die Kunden hinaus: Mit ihrer Forschungs- und Entwick-
lungsarbeit tragen die Fraunhofer-Institute zur Wettbewerbs-
fahigkeit der Region, Deutschlands und Europas bei. Sie fordern
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 flr 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 gemeinnitzig anerkannten Fraunhofer-
Gesellschaft ist der Miinchner Gelehrte Joseph von Fraunhofer
(1787-1826). Er war als Forscher, Erfinder und Unternehmer
gleichermaBen erfolgreich.

WWW.FRAUNHOFER.DE

KONTAKT

Fraunhofer-Gesellschaft

Presse- und Offentlichkeitsarbeit
Franz Miller

Telefon +49 89 1205-1333

Fax +49 89 1205-7515

HansastralBe 27¢
80686 Miinchen




FRAUNHOFER-VERBUND LIFE SCIENCES

FORSCHUNG FUR DIE GESUNDHEIT UND
DIE UMWELT DES MENSCHEN

Sechs Fraunhofer-Institute stellen die Lebenswissenschaften in
den Fokus ihrer Forschung. Im Fraunhofer-Verbund Life Scien-
ces bindeln sie ihre Kompetenzen in Biologie, Biomedizin,
Pharmakologie, Toxikologie und Lebensmitteltechnologie. Mit
rund 900 Mitarbeiterinnen und Mitarbeitern stellt der Fraun-
hofer-Verbund Life Sciences einen wichtigen Fut-Partner fir
die Pharma- und Biotechnologiebranche ebenso wie fur 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 (1ZI)
sowie Verfahrenstechnik und Verpackung (IVV) fuhren ihr kon-
zentriertes Know-how zusammen, um fir ihre Kunden auch
Ubergreifende Projekte erfolgreich durchfiihren 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 ihresglei-
chen.

Die Forschung im Fraunhofer-Verbund Life Sciences ist durch
ihre Anwendungsnahe zur Industrie gekennzeichnet, um be-
darfsorientierte Losungen fur seine Kunden zu entwickeln. Zu-
dem forschen die Institute auch an den Grundlagen, um so die
Basis fur zukunftige Anwendungen in der Industrie zu schaf-
fen. Die Geschaftsfelder des Fraunhofer-Verbunds Life Sciences
umfassen die medizinische Translationsforschung und Biome-
dizintechnik, die regenerative Medizin, gesunde Lebensmittel,
Biotechnologie fur die industrielle Nutzung sowie die For-

schung fur Sicherheit bei Prozessen, Chemikalien und Pflan-

zenschutzmitteln.

WWW.LIFESCIENCES.FRAUNHOFER.DE

Es werden Wege aufgezeigt, Gesundheit und Umwelt in einer
industrialisierten Welt zu erhalten und Méglichkeiten entwi-
ckelt, Krankheiten im Rahmen einer starker personalisierten
Medizin zu diagnostizieren und zu therapieren sowie die Um-
welt zu sanieren.

KONTAKT

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

Geschaftsstelle 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
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FOREWORD

Dear Reader,

Research for human health plays a pivotal role in the work performed at the Fraunhofer ITEM,
and the construction of the Hannover Center for Translational Medicine (HCTM), scheduled to
begin in 2011, will create the necessary infrastructure for conducting early clinical trials at top
international level. The cooperative use of this center for medical translational research by the
Fraunhofer ITEM together with the Hannover Medical School and the Helmholtz Center for
Infection Research will make the HCTM a trendsetting facility in Germany's research landscape.
The foundation stone will be solemnly laid on May 5, 2011, and on this occasion the Fraunhofer
ITEM will also celebrate its 30t anniversary with its friends, promoters, clients, and employees.

During the past year, the way was furthermore paved for the institute’s participation in two
new German centers for health research. In December 2010, the federal government passed
the national framework program for health research, thereby clearing the way for six national
health centers that will be concerned with today’s common diseases such as diabetes, neuro-
degenerative disorders, cancer, cardiovascular and pulmonary diseases, and infectious diseases.
The ultimate goal of these centers for health research — which will pool the expertise of selected
universities and non-university research institutions — is to translate research results into success-
ful new therapies. The Fraunhofer ITEM will be participating in the center for pulmonary research
and, via the HCTM, will also collaborate in the center for infection research.

The expertise in research on toxicological and pharmacological effects in the lungs that has been
built up at the Fraunhofer ITEM over the past 30 years will thus be further promoted regarding
the development of novel therapeutic products and technologies for the treatment of airway
diseases.

Early clinical trials have been conducted at the Fraunhofer ITEM for ten years, and the institute
is thus able to provide the proof of concept in man for new drugs targeting inflammatory and
allergic respiratory diseases. The transition from the pre-clinical to the clinical development phase,
which for a variety of reasons poses multiple problems in drug research and development, is

an area of intense research at the Fraunhofer ITEM. How can the model systems used in the
pre-clinical phase be improved in their predictivity for the tolerability and efficacy of new drugs
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in the human target organism, and how can, as a result, the probability for newly developed
products to be eventually successful be increased in the early clinical trial phase?

The ultimate goal of medical translational research is to prove the efficacy and tolerability of a
candidate drug in patients. Despite the rather small number of volunteers in such early clinical
trials, these studies can be performed only if clinical investigational drug products manufac-
tured in compliance with the German Drug Act and under certified GMP (Good Manufacturing
Practice) conditions can be supplied. In particular for recombinantly manufactured biopharma-
ceuticals, however, the development of the manufacturing process and the subsequent GMP
manufacture are often very demanding, and at this point in the drug development process it
frequently happens — above all with publicly funded research projects, spin-off companies, and
small and medium-sized pharmaceutical and biotech companies — that the translation process
loses momentum or even comes to a halt. This is where the Fraunhofer ITEM with its Division
of Pharmaceutical Biotechnology offers both the technical know-how to develop the manufac-
turing process and the necessary equipment and expertise to manufacture the clinical investiga-
tional drug products under GMP conditions, do the fill and finish according to the test-specific
requirements, and release the drug products for use in clinical trials.

The Fraunhofer ITEM is thus a competent research partner for joint development projects in all
phases of the pharmaceutical research and development process and also a provider of specific
contract research services. An overview of our broad range of research topics and some examples
of current research projects are given in this Annual Report 2010.

Our successful work would not have been possible without the commitment of the institute’s
staff, its promoters, the members of its Advisory Board, and its clients — | wish to thank all of
these people and look forward to continued fruitful cooperation in the future.

/ ":Z)n S P /

Prof. Dr. Dr. Uwe Heinrich
Executive Director

30 years
of dedication to the future.



PROFILE OF THE INSTITUTE

RESEARCH TOPICS

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 airway
research: a wide range of airborne substances — pollutants but
also pharmaceuticals — are taken up via the lungs. In collabo-
ration with our clients from industry and public authorities

we develop and test novel medications against respiratory
diseases — in particular asthma, allergic rhinitis, and chronic
bronchitis (COPD) —, study mechanisms of action, and deter-
mine the risks of potentially harmful substances. Due to our
wide spectrum of expertise we are able to offer complete
solutions — from the idea through 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 up to clinical trials.
Methods of cell biology and molecular biology are used to
validate novel target structures for diagnosis and therapy and
optimize these during early development stages. Once possible
drug candidates have been identified, efficacy and safety tests
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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 ingre-
dients. For clinical trials with biopharmaceuticals we manufac-
ture the investigational drug 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
allergy, asthma, and COPD, the Fraunhofer ITEM conducts

clinical studies, mainly of phases I-Il, in compliance with GCP

Overview of topics

DIAGNOSIS AND
THERAPY

Testing and development
of medications and
diagnostics

Pharmacological and
toxicological research and
GXP studies

Clinical research and
development in the area

of inflammatory and
allergic airway diseases

PREVENTION

Analysis and assessment
of potentially harmful
substances

Toxicological investigations,
hazard and risk assess-
ments; in particular for
inhalable toxic substances

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

MECHANISTIC INVESTIGATIONS

Pathogenesis of diseases

Exogenous and endogenous active substances




(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, tests with other allergens are also planned for the
future.

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
exposure situation. Complex atmospheres can be reproduced
on a laboratory scale. The Fraunhofer ITEM offers all types of
investigations: 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, tissues,
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.

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 pharmaceutical
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 Braun-
schweig-based Helmholtz Center for Infection Research (HZl),
and TWINCORE, a joint venture of MHH and HZI. It is in cooper-
ation with the MHH and the HZI that the Fraunhofer ITEM

is going to set up a new translational research center, the
“Hannover Center for Translational Medicine” (HCTM). This will
create an optimal infrastructure for early clinical trials (phases |
and ) and will provide the basis for a stronger dovetailing of
basic research and clinical research. Construction of the HCTM,
an important constituent of the biomedical translational alliance
in Lower Saxony (TrAiN), is scheduled to begin in 2011.

The institute has pooled its competences to form four
business units:

. Drug Research and Development, Medical Biotechnology
and Molecular Medicine

. Occupational and Environmental Toxicology and
Consumer Protection

4. Testing and Registration of Chemicals, Biocides and
Pesticides
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GXP - TOP-LEVEL QUALITY

Quality assurance in the scientific sector is a main concern at
the Fraunhofer ITEM. The Quality Assurance Unit (QAU) as one
of the central services of the institute is responsible for putting
into practice the GXP-based quality assurance program, thus
supporting the institute’s management in ensuring that the
relevant quality standards are met.

The acronym GXP collectively refers to the quality assurance
systems that are legally required and are subject to compliance
monitoring by the authorities: GLP (Good Laboratory Practice),
GCP (Good Clinical Practice), and GMP (Good Manufacturing
Practice). These systems are to ensure that the procedures of
drug development and manufacturing and of chemical safety
testing are performed reliably and reproducibly and that the
generated data are valid.

Over 15 years of Good Laboratory Practice

In non-clinical safety studies, the Quality Assurance Unit

ensures compliance with all GLP requirements, the most

important of which are:

— Clearly defined responsibilities within the test facility

— Meticulous planning of every study

— Correct documentation of all work steps and preparation of
comprehensive reports

During the routine inspection of the Fraunhofer ITEM at the
end of 2010, the competent authorities once again certified
GLP compliance of the institute’s facilities and of the studies
performed.

92 | 93

Good Clinical Practice implemented in research

The clinical trials conducted by the Department of Clinical Air-
way Research at the Fraunhofer ITEM are performed under the
GCP quality standards. The Quality Assurance Unit assists the
clinical investigators in fulfilling their GCP responsibilities. It
also ensures that the sponsor’s responsibilities are met in trials
initiated by the Fraunhofer-Gesellschaft (so-called “investiga-
tor-initiated trials”). Audits by sponsors confirm compliance of
the Fraunhofer ITEM quality system with the GCP guidelines,
which is ensured by appropriately training the study staff and
by providing support in the preparation of the comprehensive
process-specific documentation.

Good Manufacturing Practice in the Hannover and
Braunschweig facilities

Manufacturing of investigational drug products to be used in
clinical trials is subject to the requirements of GMP. In addition,
the patient-specific dilution and aseptic filling of investigational
drug products requires a GMP-compliant facility. The Quality
Assurance Unit was strongly involved in establishing such a
GMP facility at the Hannover site. In 2010, the GMP manu-
facturing authorization for the aseptic filling and finishing of
investigational drug products was granted by the competent
authorities, confirming successful implementation of the
stringent GMP requirements.



The institute’s Braunschweig-based Division of Pharmaceutical
Biotechnology develops GMP-compliant processes for the
manufacture of active biopharmaceutical ingredients and
clinical investigational products, for which the Quality As-
surance Unit provides ongoing support. The existing GMP
manufacturing authorization for this facility has been further
expanded in 2010.

CONTACT

Dr. llona Fleischhauer
Phone +49 511 5350-304
ilona.fleischhauer@item.fraunhofer.de

RANGE OF RESEARCH
AND SERVICES

The services offered by the Fraunhofer ITEM to its clients are
listed below, sorted into three categories: investigations into
issues of preventive medicine, research into novel diagnostic
techniques and therapeutic concepts, and investigations for
drug registration and manufacturing purposes (pre-clinical and
clinical trials).

Investigations into issues of preventive medicine

— Identification, quantification, and monitoring of pollutants
and their sources in the environment, in private homes, and
at workplaces

— Studies on the toxicological and genotoxicological effects
and the mechanisms of action of airborne substances
(fibers, particles, gases) upon inhalation

— Testing of exogenous substances for their toxic, genotoxic,
allergenic, and irritant potentials

— Studies on the biopersistence of fibers

— Analysis and persistence testing of air pollutants

— Determination of hazardous substances and their
metabolites in body fluids

— Bioavailability studies

— Research on DNA adducts

— Studies on the effects of harmful substances on lung
function (for example, regarding obstructive or restrictive
alterations, also in asthma and allergy models, or regarding
the irritant potential by using the Alarie test)

— In vitro tests for toxicological and genotoxicological effects
of inhalable, airborne substances (gases and aerosols)
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— Aerosol measurement and characterization as well as
generation of aerosols for experimental investigations

— Development of new methods for measuring aerosols
with regard to their effects

— Estimation and modeling of aerosol deposition and kinetics
in different species (including humans)

— Physical and chemical characterization of consumer sprays
as well as studies on their potential hazards

— Toxicological and ecotoxicological assessments

—Human and environmental exposure assessments

— Risk assessments

— Toxicological investigations (according to OECD guidelines
and in compliance with GLP) and special investigations,
for example on mechanisms of action

— Preparation of dossiers on chemicals to support international
activities related to risk assessment of substances (WHO,
OECD)

— Notification, registration, and authorization of chemicals
(REACH) and biocides (Biocidal Products Guideline)

— Development of structure-activity relationships and of
substance categories for the endpoint repeated-dose
toxicity by using the RepDose database

Research into novel diagnostic techniques and
therapeutic concepts

— Investigations to elucidate the mechanisms of action in
allergic inflammation

— Analysis of lung physiological, immunological, molecular
biological, and histological parameters in murine models of
allergic asthma

— Studies on possibilities of drug administration by inhalation

94 | 95

— Elucidation of mechanisms of action on the cellular and
sub-cellular levels

— Bioanalytical investigations (metabolites, protein and DNA
adducts, biomonitoring)

— Investigation of novel animal models using diagnostic
radiology and molecular imaging (uCT and pPET)

— Identification of biomarkers for different pathological
conditions

— Molecular diagnostics of gene polymorphisms

— Experiments on signal transduction and on regulation
of gene expression

— Chip-based gene expression analyses

— Haplotype analyses

— Chemical screening of raw extracts from plants, bacteria,
fungi, and animal organisms using LC-NMR-MS

Investigations for drug registration and manufacturing
purposes (pre-clinical and clinical trials)

— Pre-clinical studies on pharmaceuticals (general toxicology,
reproductive toxicology, immunotoxicology, genotoxicology)
in compliance with regulations on drug registration

— Pre-clinical studies on pharmaceuticals in juvenile animals
(juvenile toxicology)

— Studies on sub-chronic and chronic effects, in particular with
regard to tumor formation, and on teratogenic effects

— Toxico-/pharmacokinetic studies on the absorption, distribu-
tion, and metabolism of pharmaceuticals in the organism,
in organs, or in cell systems

— Inhalation challenge tests with allergens, particles, ozone,
and endotoxin

— In vitro testing of pharmaceuticals in allergy models from
human dendritic cells



— Safety pharmacological tests in rats and mice (focus on the
respiratory tract)

— Pharmacological efficacy studies in viral, bacterial, and
fungal infection models of the lung

— Studies on the effects of active pharmaceutical ingredients
on lung function (for example in asthma, allergy, COPD, and
infection models)

— Studies in molecular toxicology

— Studies in molecular medicine and pharmacogenetics

— Clinical trials (phases | and I, under GCP conditions) for
the indications allergy, asthma, and chronic bronchitis
(COPD)

— Collection, evaluation, and documentation of data for
re-registration of human or veterinary drugs

— Development and validation of manufacturing processes
for biopharmaceutical active substances and drugs

— Development of recombinant production cell lines

— Generation of master and working cell banks (MCBs and
WCBs)

— Manufacturing of biopharmaceutical active substances for
pre-clinical research

— GMP manufacturing of pilot batches of biopharmaceutical
active substances and drug products for clinical trials

SPONSORS

The Fraunhofer ITEM has been collaborating successfully with
partners and sponsors from virtually all sectors with inter-
ests or dealings in the fields of toxicology, biomedicine, and
analytical and aerosol technology. These include:

— Pharmaceutical companies, which require new pharmaceu-
tical agents to be developed and tested.

— Chemical companies, which require the toxicological proper-
ties and the environmental compatibility of their products to
be tested for licensing purposes.

— Companies, industry federations, trade associations, and au-
thorities, which require health risks to consumers, to em-
ployees at their workplaces, or simply to humans in their en-
vironment to be assessed.
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FUTURE AREAS OF WORK

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 newly established or further expanded:

— Development of validated in vitro screening tests to investigate
the potential hazards and therapeutic use of nanoparticles,
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

— Development of adequate toxicological and safety pharma-
cological test systems for use in the registration of biopharma-
ceuticals in compliance with EMA (European Medicines
Agency) requirements

— Non-human primates as a test model: development of
pulmonary inflammation models (in collaboration with the
German Primate Center in Gottingen, Germany)

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

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

— In vitro testing (screening) of airborne aerosols, including
drug candidates
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— Development of a procedure for automated specific detection
and quantification of biogenic air pollutants

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

— Investigation of structure-activity relationships in toxicology
(QSAR) and establishment of toxicological databases for the
development of intelligent testing strategies in chemical risk
assessment

— Imaging techniques (CT and PET) for use in animal experi-
mental research on effects

— Implementation of exposure atmospheres with different
allergens in the Fraunhofer Environmental Challenge
Chamber

— Cell therapeutic approaches to modulating the allergic
inflammation in bronchial asthma

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



FACILITIES AND EQUIPMENT

The research and service activities undertaken at the institute
require comprehensive and partly highly specific equipment
and facilities. These are listed in the following:

Laboratories

— Animal laboratory (including barrier husbandry for rodents
under specific pathogen-free conditions)

— Animal facilities for inhalation toxicological investigations
(whole-body inhalation chambers and nose-only inhalation
units)

— Laboratories for research in infection models (52)

— Genetic engineering laboratories (S1 and S2)

— Fraunhofer Environmental Challenge Chamber: environ-
mental exposure unit for inhalation challenge studies with
allergens

— Laboratories for lung function measurements

— Pilot plants for biological process development with bio-
reactors of up to 500 liters volume for cultivation of micro-
organisms and animal cells, as well as process chromatog-
raphy and filtration systems for subsequent isolation of
active ingredients

Special equipment

— GMP clean-room facilities for biotechnological manufacturing
of biopharmaceutical drug substances for early clinical trials,
licensed for manufacturing in compliance with §13 of the
German Drug Act

— GMP clean-room facility for aseptic filling of investigational
drugs for clinical trials (phases | and Il) in compliance with
§13 of the German Drug Act and Annex 1 to the EU GMP
Guide

— Facilities for drug administration by inhalation in combination
with lung function measurement and a dose control system
(in animal models)

— Measurement unit to record lung functions of conscious rats
and mice

— Specialized cell culture exposure equipment for in vitro
testing of inhalable substances (for example gases and
aerosols)

— Affymetrix station for transcriptome-wide gene expression
analysis

— Proteome analysis systems

— Equipment for generation of test aerosols and gases

— Test duct for filter characterization

— Setups for studying high- and low-frequency electromagnetic
fields in experimental animals (mice and rats)

— Databases for histopathology and reproductive toxicology

Devices and instruments

— Gamma radiation system (Cs 137) for in vitro and in vivo
investigations

— Setups for computerized behavioral investigations
(locomotor activity, auditory startle response)

— Micro-computed tomography (UCT) and micro-positron
emission tomography (UPET)

— Cutting devices for creation of precision-cut liver and lung
slices (PCLS)

— Cryostat for cutting frozen sections

— Flow cytometer for sorting and analyzing different cell types

— BIACORE system for determining receptor-ligand interactions

— Capillary electrophoresis for analyzing proteins and nucleic
acids

—RT-PCR
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— GMP plants for cultivating microorganisms in bioreactors
with up to 400 L working volume

— Process chromatography and filtration systems

— Storage tanks for GMP-compliant N, gas-phase storage of
cell banks

— Micro-dissection unit

— MALDI-TOF/TOF for protein identification and gene poly-
morphism analyses

— Multi-headed transmitted light microscope for 21 observers,
with digital camera and projection unit

— Visual analysis software with microscope to support
quantification of histopathological evaluations

— Confocal laser scanning microscope

— Multiphoton microscope

— Transmission and scanning electron microscopes with micro-
probe facilities for energy-dispersive X-ray microanalysis (EDX)
for aerosol-physical, chemical, and biological research

— Atomic absorption spectrometry, gas chromatography with
mass spectrometry, HPLC with triple quadrupole mass
spectrometry

— Laser diffraction spectrometer and particle image velocimetry
(PIV) for characterization of spray dynamics

— High-speed camera (up to 100,000 pictures per second) for
highly dynamic aerosol release processes

— Scanning Mobility Particle Sizer™ (SMPS) spectrometer for
analysis of airborne nanoparticles

— 600-MHz high-resolution nuclear magnetic resonance
(NMR) spectrometer coupled with HPLC and MS, including
cryotechnology and peak-trapping unit

— Sulfur hexafluoride monitor for measuring indoor ventilation
rates

— ZetaSizer®: measurement of hydrodynamic particle size
distribution (nanoparticles) by dynamic light scattering and
measurement of the Zeta potential
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Scientific library

The specialized in-house scientific library holds approximately
15,000 books and has active subscriptions to 150 journals.
It quickly and exhaustively provides the institute’s staff with
access to literature and information.



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 2010, 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 of the 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
Global Head Development Immunology & Infectious Diseases
Franchise a.i., Novartis Pharma AG

Dr. Giinther Karmann
Managing Director, Karmann Consulting GmbH

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, USA

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

Professor Dr. Klaus F. Rabe

Internal Medicine — Pulmonology, Christian Albrechts
University of Kiel; Head of Pneumology, Medical Director
and Medical Executive Director, Grosshansdorf Hospital

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,
Ministry for Science and Culture of Lower Saxony

Dr. Thor A. Voigt

Head of Global Clinical Operations, Biometrics &
Data Management,

Boehringer Ingelheim Pharma GmbH & Co. KG

Ministerialrat Dr. Ekkehard Warmuth

Head of Biotechnology, German Federal Ministry of Education
and Research (BMBF)

until June 30, 2010
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NEWS IN 2010

EATRIS: European translational research network

The aim of translational research is to translate discoveries from basic medical research as
quickly, safely, and cost-effectively as possible into medications and treatment options. Its
functioning largely depends on the networking of research institutions, clinics, and pharma-
ceutical companies. The Fraunhofer ITEM has been consistently pursuing this policy, collabo-
rating on the regional level in the Lower Saxony Translation Alliance (TrAiN) and on the European
level in the EATRIS initiative “European Advanced Translational Infrastructure”, which coordi-
nates the foundation of translation centers in Europe. During this year’s EATRIS conference

in Rome, Italy, the Fraunhofer ITEM was represented by Professor Norbert Krug, head of the
EATRIS working group on “Clinical Trials”. There was consensus among the conference partic-
ipants that an open infrastructure across borders will promote innovation in the area of bio-
medicine.

Asthma: new EU project initiated

“Understanding Severe Asthma" is the title of a recently approved EU project in which Fraunhofer
ITEM scientists will be playing a major role. The project will be funded under the “Innovative
Medicines Initiative” (IMI) and is thus part of a European program that brings together research
institutions and pharmaceutical companies. The scientists are seeking to develop new models
of severe asthma and are planning to perform pre-clinical and clinical trials. They will also be
concerned with the impact of infections on asthma. A newly set up S2 laboratory at the Fraunhofer
ITEM offers all the possibilities for working with infection models.

Transparency: doors opened to the public

“Hannover wants to KNOW" was the motto of a Hannover-wide series of scientific events in
November 2010. During a whole month, universities and research institutions in Hannover
demonstrated how fascinating science can be. The Fraunhofer ITEM participated with an open-
house day, and about 300 visitors seized the opportunity to look over the shoulders of scientists.
Guided tours and presentations left quite a few people amazed. For pupils interested in science,
the Fraunhofer ITEM this year again offered a taster day, during which about 30 girls and boys
got a first insight into airway research.
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Preparation of clinical investigational drugs now on site

In April 2010, the Fraunhofer ITEM received regulatory approval for aseptic manufacturing of
clinical investigational drug products according to § 13 of the German Drug Act: the institute’s
new clean-room facility in Hannover now enables the aseptic preparation of infusion solutions.
The last gap in the development chain for novel pharmaceuticals at the Fraunhofer ITEM — the
manufacturing of clinical investigational drug products for direct use in clinical trials — has thus
been closed.

Fraunhofer ITEM is participating in two German centers for health research

The Fraunhofer ITEM will participate in the German centers for pulmonary research (DZL) and
for infection research (DZI). In these centers, initiated by the German Federal Ministry of Edu-
cation and Research (BMBF), the best universities and non-university research institutions are
to collaborate and to contribute to accelerating the translation of research results from the
laboratory into clinical practice. An overall concept is planned to be available in early 2011.

Nanomaterials: two new research alliances set up

Since the middle of the year, two new BMBF research alliances in which the Fraunhofer ITEM
plays a major role have been concerned with the biological effects and possible risks of nano-
particles. The “CarbonBlack” alliance is exploring the risks posed by the tiny nanoparticles con-
tained in carbon black, while in the “CarboTox"” project scientists will investigate over the next
few years the carcinogenic potential of fiber-like carbon nanotubes. The two projects form
part of the BMBF support program “NanoCare”, which is aimed at promoting the responsible
handling of nanomaterials.

RIBOLUTION: new biomarkers for diagnosis and therapy

With RIBOLUTION, a project of the Fraunhofer Future Foundation, a cross-disciplinary research
program in the area of molecular diagnostics has been initiated. Five Fraunhofer institutes,
one of which is the Fraunhofer ITEM, have teamed up to explore a novel class of molecules for
biomarker development: non-coding RNAs (ncRNAs). Due their high specificity, these molecules
are expected to be excellently suited as biomarkers for disease diagnosis and treatment moni-
toring. In addition to developing automated methods that will enable a fast identification of
biomarkers, the project is also aimed at finding markers for a variety of prototypical diseases.
At the Fraunhofer ITEM, it is planned to develop a prognostic biomarker of chronic obstructive
pulmonary disease (COPD).
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STAFFING LEVEL DEVELOPMENT

At the end of 2010, 244 people were employed at the 81 scientists
Fraunhofer ITEM. The following list gives the numbers of 70 graduates
employees by occupational groups: 74 technical staff

2 Ph.D. students
3 laboratory assistants
4 other assistants

10 apprentices

Staff of the Fraunhofer ITEM
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INSTITUTE BUDGET PERFORMANCE

In 2010, the institute budget reached a level of approximately
21.6 million euros*. Financing by acquired funding made

up approximately 63%. The share of industrial income was
approximately 48%.

Investments of the Fraunhofer ITEM amounted to more than
2 million euros.

Total budget of the Fraunhofer ITEM Sponsors and external income of the
Fraunhofer ITEM

In million euros In million euros
25 16
14
20
12
15 10
8
10 6
4
5
2
0 0
2007 2008 2009 2010 2007 2008 2009 2010
M Investments B Industry and commercial associations
W Operating budget B Public sector
[ Other

* preliminary figures, valid at the time of printing



FRAUNHOFER ITEM ORGANIZATIONAL CHART

Quality Assurance:
Dr. I. Fleischhauer

Administration: S. Reichert
Computer Center: O. Horstmeier
Facility Management: L. lllichmann
Library: C. Jirgens

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

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

Prof. Dr. N. Krug

EXECUTIVE COMMITTEE
Institute Directors and
Division Directors

Fraunhofer Project Group

Regensburg: Prof. Dr. C. Klein

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

Regulatory and
General Toxicology
Dr. R. Fuhst

Reproductive Toxicology
Dr. J. Buschmann

Clinical Chemistry and
Toxicokinetics
Dr. T. Hansen

Pathology
Priv.-Doz. Dr. S. Rittinghausen

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

Animal Laboratory
Dr. T. Tillmann

Molecular Medicine and
Medical Biotechnology
Prof. Dr. J. Borlak
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Clinical Airway Research
Prof. Dr. N. Krug
Prof. Dr. J. Hohlfeld

Clinical Pharmacology
Prof. Dr. J. Frélich

Aerosol Medicine
Prof. Dr. J. Hohlfeld

Immunology, Allergology and
Immunotoxicology
Priv.-Doz. Dr. A. Braun

Immunological Biomarkers

Dr. M. Miiller

Pre-clinical Airway Research
Dr. H.-G. Hoymann

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

Cell Culturing Techniques
Dr. V. Hecht
Dr. S. Duvar

Microbial Culturing
Dr. A. Ross
Dr. K. Bohle

Downstream Processing
Dr. J. Paulsen
Dr. B. Muller

Aseptic Fill and Finish
Dr. H. Ziehr
G. Bockenholt



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

Biocides
Dr. A. Bitsch
Dr. S. Hahn

Veterinary Drugs
Dr. A. Wibbertmann
Dr. T. Hahn

WHO International Programme
on Chemical Safety
Dr. I. Dobrev

Testing Strategies and
Structure-Activity Relationships
Dr. S. Escher, Dr. M. Batke

Databases and
Information Systems

Aerosol Technology
Prof. Dr. W. Koch

Inhalation Technology
Dr. G. Pohlmann

Bio- and Environmental Analytics
Dr. S. Schuchardt
Dr. E. Berger-Preif3

Structure Analytics
Dr. S. Schuchardt

Dr. R. Kellner
This organizational chart gives you the contact persons for Project Group is based in the BioPark Regensburg and was
the institute’s divisions, departments, and competences at a set up as a joint initiative of the Fraunhofer ITEM/Fraunhofer-
glance. The Division of Pharmaceutical Biotechnology is based  Gesellschaft and the University of Regensburg. The institute
in Braunschweig, but is also responsible for the Fraunhofer currently operates in four business units, which will be pre-

ITEM GMP clean-room facility in Hannover. The Fraunhofer sented in the second part of this Annual Report.



DRUG RESEARCH AND DEVELOPMENT,
MEDICAL BIOTECHNOLOGY AND
MOLECULAR MEDICINE
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Perspective

Pre-clinical testing in the
215t century

Project Reports

Developing a pre-clinical
testing strategy for
innovative inhalation
biopharmaceuticals

Characterization of
DNA-alkylating agents
by MALDI-TOF mass
spectrometry

Preliminary Research

Detection of local
genotoxicity in the lung
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The business unit Drug Research and Development, Medical Biotechnology

and Molecular Medicine pools the institute’s competences that are required
for the development of novel active pharmaceutical ingredients, their pre-
clinical and safety-pharmacological testing, and for their biotechnological
production (biopharmaceuticals).

All necessary phases of the drug development process can be performed:
from first molecular structures via investigations in cells, tissues, and organs,
up to animal models (and clinical trials in volunteers, see business unit Clinical
Airway Research, page 126).

For the discovery of novel target structures for diagnosis and therapy and for
the development of new therapeutic concepts, numerous molecular-biological
methods from the fields of genomics, proteomics, and metabolomics are
available. Tailored molecular-biological investigations enable the detection of
unwanted side effects of pharmacological agents already at an early stage of
drug development, the finding of mechanistic explanations for these, and the
elimination or reduction of such effects wherever possible, for example by
further substance optimization or by changing the route of administration.

For pre-clinical testing, in vitro methods are frequently used. Not only classical
in vitro methods and investigations in transgenic cell lines are employed, but
in addition methods are developed which, for example by means of viable lung
slices, enable species comparisons via monkeys even up to humans. Safety
tests for biopharmaceuticals, such as human recombinant antibodies, require
special test systems in order 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 are developed which reflect pos-
sible immunological responses of the human organism as accurately as possible.



For numerous research issues and for pharmaceutical testing 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

— ldentification of carcinogenic, teratogenic, or mutagenic effects

— Safety-pharmacological studies

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

— Measurement of lung function parameters in rodents (invasive and
non-invasive)

State-of-the-art
and micro-positron emission tomography are used if necessary, for example to

imaging techniques such as micro-computed tomography

demonstrate target binding and the treatment success of novel pharmaceuticals.

Both in vitro and in vivo studies are conducted in compliance with current
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 pharmaceutical biotechnology, the Fraunhofer ITEM develops
and validates manufacturing processes for active biopharmaceutical ingre-
dients. 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. Therefore, robust platform technologies that
enable fast GMP manufacturing of those compounds are being developed at
the Fraunhofer ITEM.
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Perspective

PRE-CLINICAL TESTING IN THE 21°" CENTURY

INTRODUCTION

“The solution to using fewer animals and making better
predictions in the mid-term is to design integrated testing
strategies,” claimed Thomas Hartung in his 2009 Nature
paper. Being the former head of the European Center for
the Validation of Alternative Methods (ECVAM) and now
involved in the transatlantic think tank CAAT-EU, Hartung
recently developed a controversially discussed vision of
new toxicological testing strategies for the 215t century.
This article will give you an idea of what these new strate-
gies may look like and of the path the Fraunhofer ITEM
will take in pre-clinical research.
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Why do we need to develop new toxicological
testing strategies for the 21st century?

There are two major reasons. Firstly, classical toxicological
testing was developed to predict toxicity of the known chemi-
cal entities. Newly developed pharmaceuticals are fundamen-
tally different. They include highly specific biological entities,
often active solely in humans. Secondly, there is an increased
public awareness of animal testing and the wish to reduce
animal use for research purposes.

Is this also true for pre-clinical efficacy testing?

The same problems as seen for toxicology apply to pre-clinical
efficacy testing. In the field of respiratory diseases, the predic-
tivity of common animal models such as prevalent murine
ovalbumin-based asthma models is very limited. Although
pharmaceutical companies developed a wide range of highly
specific immune modulators such as anti-IL4, anti-IL5, and
anti-IgE which were effective in mice, their clinical efficacy in
human asthma was very disappointing.

What is the Fraunhofefer ITEM’s avenue to the future?

Our strategy is based on the above mentioned idea to use
integrated testing strategies. Interestingly, these models lead
to a conflation of toxicology and efficacy testing. Following
this idea a tiered approach was developed for the development
of respiratory drugs (Fig. 1). The concept of this strategy is to
use human in vitro or ex vivo systems wherever possible and
animal experiments only for the final proof of concept.



Fig. 1: Tiered approach for pharmacological and toxicological testing of new drugs.
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For in vitro testing we developed, for example, a human in vitro
allergy model based on dendritic cells that can be used for
testing of immunomodulatory drugs (Knothe, S., 2010). This
model is currently being extended to test cell therapy approaches
based on regulatory T-cells. For ex vivo testing the precision-
cut lung slices (PCLS) technology has been developed. The
PCLS model offers the unique opportunity to test the efficacy
and toxicity of biological agents intended for use by inhalation
in a complex setting in human tissue preparations (Switalla, S.,
2010 a). The first step in the testing of new substances in
PCLS is always the determination of the toxic threshold of the
test substance, that is, the concentration above which it will

Ex vivo

In vivo

LPS/allergy model

induce either inflammation or cell death. Subsequently, pharma-
ceutical efficacy is tested in a subtoxic concentration range. For
testing of immunomodulatory drugs inflammation models using
lipopolysaccharide (LPS) or ozone as stimuli can be used (Switalla,
S., 2010 a, b). In addition, bronchoconstriction models in PCLS
are currently under development.

Do we still need animal experiments?
For reasons of safety, regulatory authorities will continue to

require animal experiments in the future. The replacement
of classical, well established methods is a long way to go.
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However, it is possible already today to reduce the number of
animals needed. In a project concerning the lung toxicity of
nanoparticles intended to be used as drug carriers, a tiered
approach was performed. In a first set of experiments, the
toxic effect of these Solid Lipid Nanoparticles (SLN) was inves-
tigated in a human epithelial cell line (A 549). Based on the
results, an adequate dose for further testing was calculated and
tested in murine PCLS. Although the sensitivity of this system
was higher than that of the cell line used, both approaches
demonstrated toxic effects of SLN within a comparable range.
Based on these data, a dose assessment for in vivo testing
could be performed without further experiments in living ani-
mals. The final inhalation study in mice was performed only
with the preselected doses, leading to significantly reduced
animal numbers.

What kind of animal models will be needed?

The most important issue will be the predictivity for human
health effects. For this purpose, regulatory guidelines such as
ICH S6 prescribe the use of “relevant species” for pre-clinical
testing. In many cases, determination of an adequate model
appears to be challenging due to the high specificity of the
drugs and anatomical and physiological interspecies differences.
Scientists at the Fraunhofer ITEM have established a whole-
blood in vitro assay in different species (mouse, rat, different
monkeys, and human) allowing the relevant species for immu-
nomodulatory drugs to be determined by value conformation.
In case of drugs intended for inhalation, further testing can
be performed in PCLS of all the species mentioned above.
However, in the end biopharmaceutical testing requires final
proof-of-concept studies in vivo. For this purpose and in addi-
tion to well established rodent models we have developed a
new LPS-induced lung inflammation model in the non-human
primate marmoset (a commonly used laboratory monkey) in co-
operation with the German Primate Center (DPZ) in Gottingen.
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How will animal experiments with non-human primates
be performed in the future?

For ethical reasons, the use of primates for pre-clinical re-
search is a very sensitive issue. There is intense discussion
about the justification of such experiments. At the current
stage of development, we think that experiments using pri-
mates are mandatory for the development of new biopharma-
ceuticals to ensure safety and efficacy of the drugs. The reason
why is that novel biopharmaceuticals contain highly specific
active ingredients which are effective only in humans and in
other primates. To minimize ethical concerns, the Fraunhofer
ITEM has developed protocols for the marmoset experiments
that are very similar to the protocols used for clinical proof-
of-concept studies in humans and which exclude clinical symp-
toms and behavioral occurrences. This accounts for ethical
concerns and furthermore enables good comparability to
human studies. At the DPZ in Goéttingen, animals are treated
by segmental application of LPS to induce local inflammatory
effects in the airways. A lavage of the relevant lung segment
is performed 24 hours later. Immunological reactions fade
away within two weeks and animals return to their home cag-
es. The effect of pharmaceuticals on inflammation can then be
monitored in lavage fluid without killing the animals. Classical
drugs such as dexamthasone and newly developed drugs such
as roflumilast have already proven anti-inflammatory effects in
this model. Further steps to minimize discomfort and distress
for the animals will be the non-invasive monitoring of inflam-
mation by imaging techniques which are currently being de-
veloped.

We believe that animal experiments based on non-human
primates will continue to be necessary until predictive in vitro
methods will have been developed. However, the assign-
ment of animals for pre-clinical and toxicological issues will
be further optimized. In the future, the aim will be to treat



animals as far as possible like human volunteers in clinical
trials.

What will pre-clinical testing in the 215t century look
like at the Fraunhofer ITEM?

Early involvement of human in vitro and ex vivo models will
provide early evidence about the toxicological and efficacy
profiles of newly developed pharmaceuticals. Especially
progress in tissue engineering will enable the construction

of improved in vitro test systems. These systems will be further
developed by the Fraunhofer ITEM in close cooperation with
the Hannover Medical School.
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Project Report

DEVELOPING A PRE-CLINICAL TESTING
STRATEGY FOR INNOVATIVE INHALATION
BIOPHARMACEUTICALS

The guideline framework

SUMMARY The most relevant guidelines for this pre-clinical testing proc-
ess can be accessed via the homepage of the European Medi-
The role of biopharmaceuticals will further expand in the cines Agency (EMA, see below), with ICH Topic S6 (R1) being
future. Unlike for chemicals, there are no fixed guidelines of particular importance. The purpose of this addendum is
regulating their pre-clinical testing. The overall testing strat- to provide clarification on the S6 guideline, in particular with
egy, however, is defined by a framework of guidelines focus- regard to the following topics discussed in the original ICH S6:
ing on the key points required for the registration process, species selection, study design, immunogenicity, reproductive
but allowing a much more flexible, case-by-case approach. and developmental toxicity, and assessment of the carcinogenic
This situation is a real challenge for both the industry develop- potential. The scope of S6 (R1) includes in particular active
ing such pharmaceuticals and for the corresponding testing substances such as cytokines, plasminogen activators, recom-
facilities which support the industry in achieving the prere- binant plasma factors, growth factors, fusion proteins, enzymes,
quisites for first-in-man testing. This report describes a real- receptors, hormones, monoclonal antibodies, recombinant
life example of a testing strategy which was developed in DNA protein vaccines, synthesized peptides, plasma-derived
close contact with an industrial partner and was presented products, endogenous proteins from human tissues, and
during a scientific advice meeting at the German Federal oligonucleotide drugs.

Institute for Drugs and Medical Devices (BfArM), who finally
accepted the suggested approach. In brief, S6 (R1) states that testing strategies should be scien-
tifically justified and should be selected on a case-by-case

basis. Within this framework, pre-clinical safety studies should
consider selection of the relevant animal species, age, physio-
logical state, manner of delivery, dose, route of administration,
treatment regimen, stability of the test material under the con-
ditions of use, and GLP in general.
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A special case: an oligonucleotide

In the present case, the task was to develop a pre-clinical
testing strategy for an oligonucleotide intended to be used as
an innovative anti-asthmatic inhalation drug, and this strategy
should finally form the basis for first-in-man clinical testing.
An outline of the developed strategy is given in Figure 1.

Selection of the relevant species and route of administration
was the first step. Based on the fact that the assumed mode
of action of the drug under investigation would be applicable

in the routine species for toxicity testing, rat (rodent) and dog
(non-rodent), we decided to select exactly these species. An
alternative non-rodent species would have been the minipig.
As the intended route of administration in humans is inhala-
tion, it was decided to select this route also for the repeated-
dose toxicity studies.

Due to the type of biopharmaceutical to be tested, namely a
DNAzyme, genotoxicity testing presented a special challenge.
Based on the “Reflection Paper on the Assessment of the
Genotoxic Potential of Antisense Oligodeoxynucleotides”

Fig. 1: Pre-clinical testing strategy for a particular oligonucleotide.
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* DRF: dose-range finding study

** CNS: central nervous system
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(CHMP/SWP/199726/04, January 2005), it was decided to
consider two different modes of action, namely unspecific
genotoxicity (clastogenicity) and gene-specific genotoxicity
(mutagenicity). For testing for unspecific genotoxicity, the
Comet assay in unstimulated and stimulated human blood
was chosen. In case of a negative result, no unspecific
genotoxicity would have to be expected, however, this would
provide no information on gene-specific genotoxicity. In case of
a positive result (unspecific clastogenicity) classic genotoxicity
test(s) would be applicable. Gene-specific genotoxicity as a
second possible mode of genotoxic action would be conceiv-
able via triple helix formation and subsequent gene-specific
mutation(s) in the target gene. Triple helix formation, how-
ever, would require gene-specific binding activity. Since the
performed DNA binding studies were all negative, there was
no indication of gene-specific genotoxic action of the oligo-
nucleotide.

Investigating single-dose toxicity was not considered necessary
for the present biopharmaceutical, in particular due to animal
welfare reasons and the limited value of this study type in the
case of biopharmaceuticals. Instead, it was proposed to test
relatively high doses in a 14-day dose range finding (DRF) study
in rats which had to be performed for the subsequent repeated-
dose (28-day) toxicity study in rats. For both these studies
nose-only/head-only inhalation was selected as route of expo-
sure. The endpoints included routine parameters as well as an
extended set of additional investigations on immunotoxicity.
These in turn included standard parameters (total number of
leukocytes, cell differentiation, globulin, IgA/IgG, lymphatic
organ weights, histopathology, and determination of IgG and
IgA in serum at two time points) and also functional investiga-
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tion of potential adverse effects on the T-cell-dependent anti-
body response (immune status in blood and spleen, lympho-
cyte proliferation, and cytokine secretion).

For the second species, based on the results of a previous DRF
study head-only inhalation was chosen as route of exposure
for the repeated-dose (28-day) toxicity study in dogs. This
study will focus on routine endpoints (body weight, food and
water consumption, clinical observations, ECG, hematology,
clinical chemistry, necropsy, complete histopathology of all
animals, and toxicokinetics).

Safety pharmacology studies include on the one hand investi-
gations of the respiratory system by measuring lung function
in rats after inhalation exposure with the following endpoints:
non-invasive lung function measurement (head-out plethys-
mography), tidal midexpiratory flow (EF50), midexpiratory
flow, respiratory frequency, tidal volume, times of inspiration
and expiration. On the other hand, safety pharmacology of
the cardiovascular system was investigated after intravenous
administration to trained dogs with subsequent measurements
of ECG and blood pressure at different time points up to six
hours after infusion including kinetics. In addition, safety
pharmacology of the central nervous system was studied as
part of the 28-day repeated-dose inhalation toxicity study in
rats, during the last week of which a Functional Observational
Battery (FOB) was applied and locomotor activity parameters
were measured.



Outlook

The presented case-by-case approach was established in close
cooperation with the sponsor, sterna biologicals, Marburg,
Germany, presented to the BfArM during a scientific advice
meeting, discussed on this occasion, and finally fully accepted
by the authority. The described pre-clinical studies are currently
ongoing.
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Project Report

CHARACTERIZATION OF
DNA-ALKYLATING AGENTS BY
MALDI-TOF MASS SPECTROMETRY

SUMMARY

Metabolic activation of polycyclic aromatic hydrocarbons
can lead to intermediates that cause the formation of DNA
adducts. These induced adducts can result in carcinogenesis.
Researchers therefore have long been trying to develop a
rapid and reliable method allowing precise analysis of such
adducts. Based on mass spectrometry, scientists at the
Fraunhofer ITEM have now developed a method of high
sensitivity that permits identification of the chemical agent
and characterization of the DNA adducts at the same time.
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Introduction

Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAH) are ubiquitous environ-
mental pollutants which are primarily formed by incomplete
combustion of organic matter, such as automobile exhaust
emissions, tobacco smoke, and coal tar, but are also generated
by cooking of charred or grilled food. While PAH are not car-
cinogenic per se, metabolic activation leads to intermediates that
might react with nucleic acids and proteins, leading to DNA,
RNA, and protein adducts. Estimates suggest up to 50,000 DNA
damage events per day. While DNA repair enzymes remove
DNA adducts efficiently, non-repaired lesions remain which
may cause mutations to initiate malignant transformations.
Exposure to PAH, therefore, has been linked to lung, skin, and
bladder cancer.

There are different mechanisms of PAH activation, yielding
dihydrodiol epoxide (DE) intermediates. The ultimate reactive
DE species consists in electrophiles that covalently react by cis
or trans addition with the exocyclic amino group of the DNA
bases. Studies on PAH metabolism, DNA binding, mutagenic-
ity, and cell transformation assays demonstrated that PAH such
as benzola]pyrene (B[a]P), chrysene, benzo[c]chrysene (B[c]Ch),
benzo[c]phenantrene (B[c]Ph), 5-methylchrysene, and di-
benzo[a,l]pyrene react with amino groups of the purine bases
as preferential alkylating sites. Typical targets in DNA are the
N2 exocyclic amino group of guanine, the N° of adenine, and



Fig. 1: Proposed MALDI-MS/MS-CID fragmentation pathway of B[a]PDE-2'-deoxynucleosides and
B[a]PDE-2'-deoxynucleoside 3’-phosphate. G: guanine, A: adenine; C: cytosine.
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to a lesser extent the N* exocyclic amino group of cytosine.
The molecular structure of PAH is an important determinant
of their biological activity, as the metabolically activated
epoxides display different carcinogenic properties, depending
on whether their steric position is in a bay or a fiord region.

Aim

Much research has been invested for an identification of PAH-
induced DNA adducts and included HPLC separation techniques
coupled with ultraviolet or NMR, circular dichroism (CD),
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UVNvisible spectroscopy, fluorescence spectroscopy, and immu-
noassays. The most common method used for the sensitive
detection of DNA adducts, however, is the 32P-postlabeling
assay. This method involves the reduction of genomic DNA

to single deoxynucleoside-3'-monophosphate by enzymatic
hydrolysis. Enzymatic transfer of radiolabeled phosphate
groups from [32P] ATP to nucleotides, followed by multidimen-
sional thin-layer chromatography (TLC) then allows the sepa-
ration and detection of modified nucleotides. This method is
widely used, which is primarily due to the small amounts of
DNA required and its high sensitivity: one adduct per 108-108
non-adducted nucleotides (5 ug DNA) can be detected. On the
other hand, this method is laborious and presents significant
inter- and intra-laboratory variations. In addition, the chemical
nature and molecular structure of the alkylating agent cannot
be determined with this method. There is thus a need for a
method of high sensitivity that permits chemical identification
and characterization of the DNA adducts at the same time.

The solution developed

Mass spectrometry (MS)-based methods have been developed
for the study of PAH-induced DNA adducts, based on liquid
chromatography (LC), capillary LC, or capillary electrophoresis
(CE) and coupled to electrospray ionization (ESI) and tandem
mass spectrometry (MS/MS). For example, LC-ESI/MS/MS has
been used for the structural characterization of B[a]P-derived
DNA adducts formed upon the reaction of B[a]PDE with naked
DNA, or for studying cell lines and tissue extracts from mice
that had been exposed to alkylating agents. Nonetheless,
these methodologies have some limitations, for example, large
amounts of sample required, extensive liquid-liquid extraction,
time-consuming HPLC or chromatographic purification, as well
as expensive instrumentation. Furthermore, the full product
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ion scan mode used for this mass spectrometric analysis can-
not be employed for the characterization of unknown DNA
adducts at trace level, because of the slow scan rate and the
low sensitivity in this scan mode. Alternatively, the analysis
could rely on the characteristic retention times, but searches
based on selected reaction monitoring (SRM) do not permit
de novo identification of DNA adducts. Taking all these limi-
tations into account, the availability of a sensitive, accurate,
and reliable methodology for the molecular characterization
would be of great interest. To this end, a method referred to
as MALDI-TOF-MS (MALDI being the abbreviation of Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization) has rapidly become a
valuable technique for the analysis of a wide range of mole-
cules with sensitivities in the attomole range.

Therefore, a simple and reliable method that employs MALDI-
TOF-MS with 2,5-dihydroxybenzoic acid (DHB) matrix layer
(ML) sample preparations for the detection and structural
characterization of PAH-induced DNA adducts was developed.
The method involves the enzymatic digestion of DNA to 2'-
deoxynucleotides followed by a newly developed solid-phase
extraction procedure to remove salt and other contaminants
prior to MALDI-MS analysis. By collision-induced dissociation
(CID) structurally relevant fragments are obtained to permit
characterization of the alkylating molecules and the adducted
nucleotide. Next to guanosine adducts, adenosine and cytidine
adducts formed from reactions with (x)-anti-benzo[a]pyrene-
7,8-diol-9,10-epoxide (B[a]PDE) are identified at a sensitivity
of < 100 fmol and a mass accuracy of < 10 ppm. Studies with
(x)-anti-benzolc]chrysene-9,10-diol-11,12-epoxide (B[c]ChDE)
further document the versatility and usefulness of the method.
When compared with the 32P-postlabeling assay MALDI-MS
only indentified deoxycytidine as well as nucleoside and dinu-
cleotide adducts. Consequently, this sensitive method enables



molecular specification and characterization of adducted
nucleotides and of the alkylating agent, and thus provides
comprehensive information that is beyond the results yielded
by the 32P-postlabeling assay.
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Preliminary Research

DETECTION OF LOCAL GENOTOXICITY

IN THE LUNG

SUMMARY

Fraunhofer ITEM scientists have established an ex vivo
approach that enables investigation of the local genotoxic
potential of airborne substances in lung epithelial cells, and
thus directly in the target cells of toxicant-induced tumori-
genesis. In the future, this method could be used in inhala-
tion studies to detect local genotoxic effects in the lung.
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Background

For many airborne substances the lung epithelium is the portal
of entry to the body. Genotoxic substances can directly damage
the DNA of these cells and thus contribute to the formation

of lung tumors. Such local effects, however, are not detected
by systemic genotoxicity tests such as the in vivo micronucleus
assay with bone marrow or peripheral blood. This is why in the
present preliminary research project an ex vivo approach was
established which enables investigation of genotoxicity in alve-
olar epithelial cells, i.e. type-Il pneumocytes.

Aim

The aim of this research project was to establish the ex vivo
Comet assay and the micronucleus assay in primary rat type-Ii
pneumocytes. In a comparative experimental approach Comet
assay and micronucleus assay were also performed in primary
rat alveolar macrophages to determine whether these cells
(which are easier to isolate than type-Il pneumocytes) can be
used as a surrogate model. The alkaline Comet assay is an in-
dicator test which is also referred to as single-cell gel electro-
phoresis. It makes use of differences in the electrophoretic
mobility of DNA fragments of different sizes to detect and
quantify, on the single-cell level, direct DNA damage such

as DNA strand breaks. In contrast, the micronucleus assay
enables the analysis of manifest DNA damage, such as chro-
mosomal damage or damage to the spindle apparatus. Micro-



nuclei consist of chromosome fragments or whole chromo-
somes that were not integrated into one of the daughter cell
nuclei during cell division. These chromatin-containing bodies,
enclosed in a nuclear membrane, can be found in the cyto-
plasm in addition to the normal cell nucleus.

Test substances

The model substances used were DQ12 quartz and urethane.
Since 1997, respirable quartz has been categorized as a
group-I carcinogen by the International Agency for Research
on Cancer (IARC). There is a direct relationship between
chronic inhalation of high concentrations of respirable quartz
particles and a variety of lung diseases such as pulmonary
fibrosis and lung cancer. Urethane belongs to the chemical
group of carbamates. It is present, for example, in fermented
foods and alcoholic beverages. Since the 1940ies, urethane
has been known as a genotoxic carcinogen. It induces a large
variety of different tumors in rodents, with one of its target
organs being the lung. Before it can exert its genotoxic activity,
urethane must be transformed by the organism to a genotoxic
metabolite. A decisive player in this process is the enzyme
cytochrome P450 2E1.

Method

Rats were treated either by single intratracheal instillation of
0.2 mg/animal DQ12 quartz or by intraperitoneal injection of
300 mg/kg/day urethane on four consecutive days. Three days
after the last treatment, bronchoalveolar lavage (BAL) was per-
formed and type-Il pneumocytes were subsequently isolated.
The BAL fluid was analyzed for lactate dehydrogenase (LDH)
activity, total protein content, and B-glucuronidase activity as
markers of inflammation.

Fig. 1: Results of the alkaline Comet assay with
freshly isolated type-Il pneumocytes (AT-ll cells) and
alveolar macrophages from bronchoalveolar lavage
fluid (BAL cells).

The rats had previously been treated intraperitoneally with
300 mg/kg/day urethane or by intratracheal instillation of a single
dose of 0.2 mg DQ12 quartz. Control animals had been treated
intraperitoneally with an identical volume of 0.9% NaCl. Three
days after the last treatment, type-Il pneumocytes and alveolar
macrophages were collected. The figure shows mean values and
standard deviations of 8 (controls and urethane) or 6 (DQ12
quartz) rats. An increase in tail moment in the Comet assay is
synonymous with induction of DNA damage.

*Significant difference from the control group:

p < 0.05, Student’s t-test for unpaired values.

Tail moment
5
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DNA strand breaks/alkali-labile lesions, possibly caused by
the test substances, were investigated by using the alkaline
Comet assay in type-Il pneumocytes and alveolar macro-
phages. Chromosomal and genome mutations were detected
by the micronucleus assay in type-Il pneumocytes, alveolar
macrophages, and in bone marrow erythrocytes.
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Results

With the alkaline Comet assay a significant increase in DNA
damage in type-Il pneumocytes could be detected in the
DQ12 and the urethane groups. Increased micronucleus fre-
guency could be demonstrated only in bone marrow erythro-
cytes of the DQ12-treated animals. The inflammation markers
LDH, total protein, and B-glucuronidase were significantly in-
creased in the BAL fluid of DQ12-treated rats, while there was
no indication of an inflammatory response in the lungs of the
animals that had been treated with urethane.

Conclusion

In the present study, it was possible for the first time to dem-
onstrate a direct DNA-damaging effect of urethane in primary
rat type-ll pneumocytes and thus local genotoxicity of this
substance in the lung. This effect was obviously not based on
an inflammatory response.

Outlook

In the future, the ex vivo Comet assay could also be used in
inhalation studies to investigate local genotoxic effects in the
lung and in type-Il pneumocytes in particular.

Reference
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Business Unit 1

PROJECT OVERVIEW

Immunotoxicological
evaluation of metals

Efficacy of biopharmaceutical
drugs in primates

Immunotoxin-directed
depletion of cell populations
in different species (primates,
mouse)

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 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

Development of GMP-grade
manufacturing processes for
bacteriophages

Characterization of bacterio-
phages as active pharma-
ceutical ingredients

Development of a generic
GMP-grade manufacturing
platform for recombinant
antibodies based on mam-
malian and microbial cell
cultures

Development of a generic

GMP-grade manufacturing
platform for nucleic acids/
DNA

Establishment of an aseptic
processing line for GMP
manufacturing of infusion
bags

Establishment of GMPs for
supplying the Department
of Clinical Airway Research
with provocation substances
for clinical trials
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particles to diagnose and
monitor the course of
respiratory diseases

Surfactant protein D as a
biomarker

Preliminary Research

EU project EvA: Emphysema
versus Airway disease

SMart Nose®: exhaled
breath analysis using
an electronic nose

Cellular therapy for
bronchial asthma
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Clinical studies to test the efficacy of new pharma-
ceuticals, to develop novel biomarkers, and to as-
sess the potential hazards of pollutants in the air

are conducted in the business unit Clinical Airway
Research. In this field, the Fraunhofer ITEM closely
cooperates with the Hannover Medical School as
well as with industry and different research institu-
tions.

Clinical drug trials are one focus of work in this
business unit. According to the guidelines of "Good
Clinical Practice”, clinical pharmacological studies
with volunteers and patients to evaluate the effi-
cacy and safety of new anti-obstructive and anti-
allergic drugs are carried out, with the main em-
phasis being placed on the design and realization of
early clinical trials (phases | and Il). The efficacy of
new anti-allergic drugs in patients with hay fever
can be tested under controlled allergen challenge
conditions in the Fraunhofer Environmental Chal-
lenge Chamber (Fraunhofer ECC), which is operated
in cooperation with the Department of Aerosol
Technology. In the future, it will also be possible to
conduct tests with other allergens — such as house
dust mites, cat dander, or birch pollen — in the



Fraunhofer ECC. Another focus of the clinical re-
search activities is on bronchoscopic examinations
after inhalation or instillation of allergens, endo-
toxin, or pharmaceuticals. Only few institutions
worldwide have at their disposal comparable exper-
tise 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) clinical research projects are conducted in
this business unit, investigating the allergic inflam-
mation in the lung and its interaction with the
endogenous surfactant system on the one hand,
and with exogenous environmental dusts on the
other hand.

Cutting-edge technology and high professional
expertise are the outstanding features of this busi-
ness 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 proc-
ess technology and aerosol analytics.
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Project Report

ANALYSIS OF EXHALED PARTICLES TO
DIAGNOSE AND MONITOR THE COURSE
OF RESPIRATORY DISEASES

SUMMARY

Exhaled breath analysis plays an important role in the diag-
nosis of respiratory diseases. What has not been sufficiently
validated so far is the measurement of particles that are
exhaled as non-volatile microdroplets. In a cross-disciplinary
project at the Fraunhofer ITEM, scientists are now investigat-
ing the mechanisms of aerosol generation in the lung and
different patterns in exhaled breath. This includes also the
determination of particle emission and particle size distri-
bution for different pathological conditions. The aim is to
enable the use of exhaled particle analysis for diagnosing
and monitoring the course of respiratory diseases.
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Introduction

Non-invasive diagnosis of airway inflammation plays a pivotal
role in airway research. While the measurement of gaseous
messenger substances such as nitric oxide (NO) has been tech-
nically established in the diagnosis and disease monitoring

of bronchial asthma and has become a part of clinical routine,
the determination of non-volatile molecules in exhaled breath
is technically challenging and therefore has not been suffi-
ciently validated so far. These non-volatile molecules are ex-
haled from the lung via microdroplets of the lung-lining fluid.
Until now, they have been collected in a cold-trap together
with the water vapor that forms part of the exhaled air (breath
condensate). This technique, however, results in a considerable
dilution of the non-volatile biomarkers which are present only
at trace levels, so that efforts to standardize the sampling method
and validate the analytical procedures so far have failed. For a
future standardization of the analysis of non-volatile biomarkers
it is essential to better understand the generation of aerosols
in human lung and to elucidate the parameters that control
the amount of aerosol generated (breathing pattern, lung
function).
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characterization of endogenously

generated exhaled aerosols

Fig. 1: Exhaled particles per breath plotted against the tidal volume for three healthy subjects. The different
symbols (circle, triangle, square) indicate the different subjects, while the different colors (red, green,
blue) distinguish the three different measurements performed for each subject, showing good intraindividual

reproducibility.
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Research project

As part of a cross-disciplinary research project funded by the
German Research Foundation and the German Aerospace
Center, researchers at the Fraunhofer ITEM are systematically
investigating aerosol generation and transportation in human
lungs, aiming to develop a valid method for analyzing non-
volatile biomarkers. To this end, theoretical calculations of
the particle size during rupture of a surfactant film were per-
formed and then compared with the particle sizes measured
in humans. The computed and the measured particle size dis-

2.5 3 3.5 4 4.5 5
Tidal volume (1)

tributions displayed good agreement, both showing particle
diameters primarily in the submicron size range. Furthermore,
the number flux and the particle size distribution in exhaled
breath as a function of the breathing pattern were studied
in detail in 16 volunteers. While the volunteers followed pre-
scribed breathing patterns, particle numbers were measured
with a condensation nuclei counter and the size distribution
with a laser spectrometer. In addition, the intra- and inter-
subject variability of particle emission was analyzed. With
increasing breathing depth an exponential increase in the
particle number was observed. While the tidal volume was
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a factor that dominantly influenced the particle number flux,
changes in the flow rate had no effect. Reproducibility of par-
ticle emission within subjects was high, but there was large
variation between the investigated subjects. Furthermore, a
correlation between particle numbers and diaphragm position
was detected. The observed exponential dependence of the
particle number flux on breathing depth and diaphragm posi-
tion suggests a reopening of occluded small airways.

Outlook

The data collected in this project are of direct relevance for
the further development of particle-based diagnostic methods
using human exhaled breath, as the substantial variations be-
tween different subjects indicate the necessity for further stand-
ardization based on the number flux. Knowing a subject’s
individual particle emission, a correction factor can thus be
introduced. Besides improved standardization, measurement
of the particle number in patients with lung diseases who
have an increased risk of peripheral airway occlusion (e.g.
bronchiolitis) may possibly prove to be of diagnostic value.

In the ongoing project, particle emission and particle size dis-
tribution during different pathological conditions and changes
in the airways (experimental obstruction) are being explored.
The long-term aim is to establish a particle-based analytical
method for diagnosing and disease monitoring of respiratory
diseases.
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Project Report

SURFACTANT PROTEIN D AS A BIOMARKER

SUMMARY

The pulmonary surfactant system plays an important role in
a variety of lung diseases. Researchers in the Fraunhofer
ITEM Department of Clinical Airway Research are investigat-
ing the relationship between surfactant and diseases such
as bronchial asthma. In a clinical study in 15 asthma patients
they have been able to observe correlations between indi-
vidual components of the surfactant system and the severity
of the inflammation. Among the results was the detection
of a biomarker which indicates severe bronchial asthma.

Introduction

The pulmonary surfactant system covers the inner surface

of the lung, and its surface activity provides stabilization.

A lack of surfactant is the cause of infant respiratory distress
syndrome in immature neonates, and surfactant substitution
therapy has substantially contributed to a striking reduction
of the mortality rate of this disorder, so that even preterm
babies with a birth weight below 500 g today have a chance
to survive. Besides this immaturity of the lung with a quanti-
tative lack of surfactant, there is a variety of lung diseases
beyond childhood age for which alterations in the surfactant
system have been described. These include acute respiratory
distress syndrome in adults and lung fibrosis. A possible role
of the surfactant system in obstructive airway diseases such as
bronchial asthma and chronic obstructive pulmonary disease
has been a topic of research at the Fraunhofer ITEM for many
years.

Background

Surfactant consists mainly of phospholipids, whose polar struc-
ture affects the molecular organization at the air-liquid inter-
face, thereby reducing its surface tension. The biophysical
function of surfactant is supported by the hydrophobic surfac-
tant proteins SP-B and SP-C, which influence the sorting and
orientation of the phospholipids. Besides these hydrophobic
surfactant proteins there are also the hydrophilic surfactant
proteins SP-A and SP-D. These proteins have complex struc-
tures, consisting of several sub-units which arrange themselves
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each in a characteristic manner and via their sugar-binding
domains interact with pathogens such as viruses, bacteria, and
fungi. SP-A and SP-D are thus important players of the non-
specific pulmonary immune response. SP-D furthermore binds
to allergens and increases the ingestion of these proteins by
macrophages. In an animal model of allergic asthma SP-D
leads to a reduction of airway inflammation, improvement of
bronchial hypersensitivity, and inhibition of obstruction. Both
in animals and in patients with asthma, pulmonary SP-D levels
are increased during allergic airway inflammation, and this can
be looked upon as a counterregulation aimed at containing
the allergic inflammation. As the allergic inflammation is also
associated with oxidative and nitrosative stress, the question
arose as to whether SP-D thereby was posttranslationally

modified and what functional consequences this had for the
allergic inflammation.

Clinical study

In a clinical study in 15 patients with bronchial asthma, segmen-
tal challenge was performed in several lung segments during
bronchoscopy to induce local inflammation, which was triggered
either by allergen only, by endotoxin only, or by a combination
of allergen and endotoxin. This method allowed on the one
hand different severities of inflammation and on the other hand
different types of inflammation to be induced and studied. In
the bronchoalveolar lavage (BAL) fluid collected, quantitative
and qualitative SP-D alterations were then investigated.

Fig. 1: The SP-D analysis showed that after allergen challenge modified SP-D was present, which thus may

be considered a biomarker of severe bronchial asthma.
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Analysis of SP-D in the lavage fluid from the individual
segments by using Western blot
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Results CONTACT

The researchers found the multimeric structure of SP-D to be P' Prof. Dr. med. Jens Hohlfeld
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altered after allergen-induced inflammation, but not after endo-
) jens.hohlfeld@item.fraunhofer.de

toxin-induced inflammation. This observation was made only in
half of the patients and was dependent on the severity of the
local inflammation. Since these alterations in the structure of
SP-D correlated with the severity of the inflammation and with
different messenger substances, the modified SP-D can be
considered a biomarker of severe bronchial asthma. In addition,
the alteration in the SP-D structure caused a loss of function of
the protein. We conclude that although SP-D levels are in fact
increased during the allergic inflammation, the anti-inflamma-
tory effect is lost because of the loss of function resulting from
the structural alteration of SP-D. This finding provides a ratio-
nale to search for ways to prevent allergen-induced posttrans-
lational modification of SP-D.

Reference

Atochina-Vasserman, E. N.; Winkler, C.; Abramova, H.;
Schaumann, F; Krug, N.; Gow, A. J.; Beers, M. F.; Hohlfeld, J. M.
(2010)

Segmental allergen challenge alters multimeric structure

and function of Surfactant Protein D in humans. In: American
Journal of Respiratory and Critical Care Medicine, Dec 3
(Epub)



AIRWAY RESEARCH

CLINICAL

Preliminary Research

EU PROJECT EVA: EMPHYSEMA
VERSUS AIRWAY DISEASE

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is currently the
fourth leading cause of death worldwide. During the next dec-
ades, a further increase both in the incidence and severity of
the disease are to be expected, so that COPD will presumably
rank third among the leading causes of death in 2020.

To the present day, many questions regarding the mechanism
of disease have remained unanswered. COPD can present
two different clinical manifestations: lung emphysema with

a pathologically overinflated lung, and chronic bronchitis,

i.e. inflammation of the airways.
In order to reach a much better
understanding of this disease,

its clinical manifestations, and
corresponding treatments, a study
under the name “EvVA"” (which

stands for “Emphysema versus
Airway disease”) was designed to define novel markers for
the diagnosis of COPD.

The study is being funded by the European Union (EU) and
conducted under the leadership of the Helmholtz Center
Munich, Germany. Fourteen study centers in a total of nine
European countries are participating, the centers in Germany
being located in Hannover, Munich, Marburg, and Freiburg.
All'in all, 900 patients with COPD are to be studied. In addi-
tion, 150 healthy control subjects are planned to be included
by December 2011.
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The study at the Fraunhofer ITEM was initiated in August
2009 and is being performed in collaboration with the Depart-
ment of Pneumology of the Hannover Medical School (MHH)
under the direction of Prof. Dr. med. Tobias Welte. Ninety
former smokers with COPD and 30 healthy ex-smokers are
planned to be included. The study participants will undergo
collection of blood samples, lung function measurements,
exercise capacity testing, bronchoscopy, and CT scanning of
the lung.

The aim of the EvA study is to localize specific markers (includ-
ing genes in the genetic material or certain proteins in the
lung) which may help to get insight into the different mani-
festations of the disease. This may eventually also lead to new
therapeutic approaches.
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Is the SMart Nose® suitable

for use in clinical research?

The ITEM scientist Olaf Holz

(see photo) is testing a device
for analyzing volatile substances
in exhaled breath. This method-
ology may in the future be
helpful in the diagnosis of

airway diseases.

Preliminary Research

SMART NOSE®: EXHALED BREATH ANALYSIS
USING AN ELECTRONIC NOSE

The Department of Clinical Airway Research develops methods
aimed at characterizing airway inflammation with the greatest
possible accuracy. The staff has substantial experience with all
currently available methods, which are being used as validated
endpoints both in clinical studies and basic research. The range
goes from bronchoscopy via sputum analysis (i.e. investigation
of mucus from the airways) to the analysis of nitric oxide in
exhaled breath.

The methods of choice also include so-called electronic noses,
which allow a multitude of volatile substances in exhaled
breath to be measured simultaneously. In a recent study, scien-
tists at the Fraunhofer ITEM tested the “SMart Nose®”, which
is based on mass spectrometry and so far has not been put

to use in the field of medicine. The aim was to develop a suit-
able measurement methodology for clinical samples and then
search for substance patterns that are typical of certain respi-
ratory diseases.

To this end, 90 volunteers with different diseases of the air-
ways were studied. Based on the obtained results, the scien-
tists have already been able to statistically distinguish the
substance patterns in the exhaled breath of smokers and
non-smokers. Furthermore, with the defined algorithms it
was also possible to correctly classify samples from patients
with unknown smoker/non-smoker status. This is, however,
not yet sufficient for using this technology in clinical research.
The scientists intend to further optimize the methodology so
as to enable the SMart Nose® in the future to also distinguish
between different forms of airway inflammation.
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Preliminary Research

CELLULAR THERAPY FOR BRONCHIAL ASTHMA

SUMMARY

Over the past few years, basic research in immunology has
been able to demonstrate that certain regulatory cells of the
immune system — regulatory T cells (Tregs) and plasmacytoid
dendritic cells (pDCs) — are capable of suppressing the aller-
gic inflammatory response in the lung. This opens up new
approaches for a cellular therapy of bronchial asthma. The
challenge now is to evidence the potential of this cellular
therapeutic treatment in clinical proof-of-concept studies
and enable its exploitation for medical purposes. This will
require close collaboration of academic, clinical, and indus-
trial partners.
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Concept

In a clinical proof-of-concept study at the Fraunhofer ITEM,
researchers are planning to suppress the allergic inflammation
in asthma patients by bronchial instillation of regulatory T cells
(Tregs) or plasmacytoid dendritic cells (pDCs). They will make use
of the established model of bronchoscopic segmental allergen
challenge to induce a circumscribed allergic inflammation. By
instilling the regulatory cells under investigation in addition to
the allergens in a second area of the lung on the contralateral
side, they will be able to investigate the anti-inflammatory effect
of these immune cells within the same patient.

Isolation of cells under GMP conditions

The naturally produced immune cells will be isolated from the
patient’s blood by means of magnetic microbeads to which
antibodies against specific surface structures of the target cells
are attached. In order to guarantee GMP-compliant isolation
of these cells and thus maximum purity for the clinical studies,
the cell separation system CliniMACS® by Miltenyi Biotec will
be used for this manufacturing process. Until now, this cell
separation system is the only system that has been authorized
for the isolation of cells for use in humans.

Cross-disciplinary competence cluster of Fraunhofer
and MHH

In cooperation with the Department of Immunology, Allergology
and Immunotoxicology at the Fraunhofer ITEM, the necessary
pre-clinical data will be generated by using human in vitro
allergy models and suitable animal models. The GMP-compliant



isolation of the target cells for the clinical study as required by

the German Drug Act will be done in collaboration with the
GMP development unit of the Integrated Research and Treat-
ment Center Transplantation at the Hannover Medical School
(MHH). The required professional collection of autologous
leukocytes from the circulating blood as part of a cell separa-
tion process (leukapheresis) will be performed in collaboration
with the MHH Center for Transfusion Medicine.

Current status

In vitro data are presently being generated in a pilot study

in patients with allergic rhinitis, to enable submission of the
clinical study for approval by the competent federal authority
(Paul Ehrlich Institute). To allow the application for the manu-
facturing authorization for the regulatory immune cells to be
filed with the local inspecting authorities, the GMP-compliant
manufacturing process for the target cells is currently being
validated in the GMP development unit at the MHH.

Sponsor

This project is being funded by the German Research Founda-
tion (DFG) as a clinical sub-project (B9) of the Collaborative
Research Center SFB 587 “Immune Reactions of the Lung in
Infection and Allergy”.
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Business Unit 2

PROJECT OVERVIEW

Safety and efficacy testing of
an 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 obstruc-
tive pulmonary disease using
endobronchial endotoxin
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

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
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Nanomaterials being
put to the test

Derivation of threshold
values for inhalation
exposure

Local genotoxicity in
the lung
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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 toxi-
cology, aerosol process technology, chemical analy-
sis, and toxicological pathology are the hallmarks
distinguishing this business unit. The required
studies are undertaken at the Fraunhofer ITEM in
accordance with national and international guide-
lines and complying with the principles of Good
Laboratory Practice (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 production technologies have to be subjected
to evaluation, and indoor air pollution in general
has to be assessed. In this context, the development
of new techniques for measuring airborne pollu-



tants represents another focus of research. Physico-
chemical and biological models help determine ac-
tive substances and their persistence in building
materials, furniture, and interior decoration, as well
as in 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
environmental pollutants on the airways are de-
tected by means of different validated in vitro and,
if need be, animal models. A wide scope of in vitro
testing methods is available for assessing the geno-
toxic potential and for use as screening methods,
allowing the number of necessary animal experi-
ments to be reduced. In the Environmental Chal-
lenge Chambers of the institute’s clinical unit,
studies with volunteers are performed to investigate
specific aspects of environmental and occupational
toxicology.
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1 Mouse lung tissue with

carbon black particles (ingested

by macrophages)

2 Thick carbon nanotubes
as seen through an electron
microscope. Copyright:

Leonhardt, Leibniz Institute,

Dresden, Germany

NANOMATERIALS BEING PUT TO THE TEST

SUMMARY

The German Federal Ministry of Education and Research
(BMBF) has set up “NanoCare”, a support program aimed
at promoting the responsible handling of nanomaterials.
Starting in 2010, this program includes also the funding
of two research alliances in which the Fraunhofer ITEM is
collaborating. The “CarbonBlack” alliance is concerned
with the risks posed by carbon black, while in the “Carbo-
Tox" project scientists will investigate over the next few
years the carcinogenic potential of fiber-like carbon nano-
tubes (CNTs). In both cases, researchers are striving to
develop screening methods that will enable the manufac-
turing of nanomaterials which pose no health hazard.
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Introduction

The increasing use of nanomaterials in a large variety of prod-
ucts requires that the risks posed by these extremely small
materials be well known. Regardless of whether they are
nanoparticles, nanotubes, nanofibers, or nanoplatelets — due
to their extremely large surface/volume ratio these substances
exhibit substantially higher reactivity. What actual risk these
substances pose depends, among other things, on their exact
structure and properties. At the Fraunhofer ITEM, scientists
are testing above all their toxicity to the lungs and airways.

Carbon nanotubes

Their extraordinary properties — extreme tensile strength, high
electrical conductivity, and low weight — make carbon nano-
tubes (CNTs) interesting for use in a large variety of products.
Some studies, however, have provided indications that certain
nanotubes with special characteristics could be carcinogenic
when inhaled, similar to asbestos fibers. The German research
alliance “CarboTox” now aims to develop a screening method
that will enable early detection of a possibly carcinogenic
potential. For these investigations, scientists at the Fraunhofer
ITEM will use only those CNTs that are present as single fibers
under simulated lung conditions, that is, in synthetic lung
surfactant, and might thus act similarly to asbestos. Based on
today’s knowledge, shorter and tangled nanotubes do not
seem to have any toxic effects. To allow for the influence of
the diameter, length, and functional groups to be explored,



custom-made CNTs will be produced by a project partner. The

experiments will be performed in animal models — in vivo —
and in the laboratory in different in vitro tests in cell cultures.

Carbon nanoparticles

Carbon black is an industrial chemical that is manufactured in
large quantities worldwide. It consists of smallest nanoparticles
and is used, for example, in the manufacturing of automobile
tires and other plastic materials. A health risk from carbon
black nanoparticles (CBNPs) can, as yet, not be ruled out, and
the World Health Organization has classified these particles as
possibly carcinogenic. The German Federal Ministry of Educa-
tion and Research is funding the research alliance “Carbon-
Black”, aimed at finding out to what extent the hazard po-
tential depends on the varying properties of different types

of carbon black. The Fraunhofer ITEM in Hannover is testing
above all the toxicological effects in human lung cell lines and
lung slices and will verify them in animal models. The aim of
the alliance is to develop over the next three years a multi-step
test system that will allow the toxic effects of different CBNPs
on human lungs and airways to be quantified.
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OCCUPATIONAL AND
ENVIRONMENTAL TOXICOLOGY AND
CONSUMER PROTECTION

Project Report

DERIVATION OF THRESHOLD VALUES FOR
INHALATION EXPOSURE

SUMMARY

Under the EU project OSIRIS, staff members of the Depart-
ment of Chemical Risk Assessment at the Fraunhofer ITEM
are collaborating with other European partners to develop an
integrated testing strategy (ITS) for the endpoint chronic tox-
icity of chemicals. The aim is to achieve risk assessment of a
chemical by combining and weighting all the in vitro and in
vivo data already available on this substance, so as to further
reduce the number of animal experiments. A constituent of
this integrated testing strategy is the TTC concept (Threshold
of Toxicological Concern). If human exposure does not exceed
the TTC values, no risk to human health is expected. As part
of the OSIRIS project, TTC values for inhalation exposure to
non-genotoxic substances were derived by using the FhG
database RepDose (www.Fraunhofer-RepDose.de).
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Introduction

TTC values are used when there are no data on animal experi-
ments available for a substance or testing is not possible for
technical reasons. They have already been used successfully
to regulate additives in food and cosmetics. Based on the sub-
stances’ structural properties, the TTC concept distinguishes
by means of the Cramer decision tree three substance classes
and their corresponding thresholds. Cramer classes 1 and 2
include substances whose structure suggests low/moderate
toxicity, while Cramer class 3 contains all substances with pre-
dominantly reactive structural groups which are expected to
cause toxic effects. The Cramer decision tree is based on theo-
retical considerations and was developed already in 1978

to assess systemic toxicity. In 1996, Munro made use of the
Cramer classes to derive TTC values for oral exposures. To this
end, he developed a database commonly referred to as Munro
database, which contains the NOEL and LOEL values (No Ob-
served Effect Level and Lowest Observed Effect Level) of over
600 substances from mostly subchronic and chronic studies

in rats, mice, hamsters, and rabbits. The threshold values he
derived were 1800 pg/person/day for Cramer class 1, 540 ug/
person/day for Cramer class 2, and 90 ug/person/day for
Cramer class 3.



Aim of the project

Inhalation is an important route of exposure to chemicals at
the workplace. The aim of this project is to evaluate whether
and to what extent the TTC concept is suitable for deriving
threshold values for substances taken up by inhalation.

Derivation of thresholds

In the RepDose database, 203 industrial chemicals that have
already been tested in repeated-dose inhalation studies could
be identified. Threshold values were derived by using an anal-
ogous method to that developed by Munro, and these were
4 pg/person/day for Cramer class 1 and 71 ug/person/day for
Cramer class 3. No value could be derived for Cramer class 2,
as this class included only a very small number of substances
(4%). The derived thresholds for inhalation exposure are thus
significantly lower than the TTC values for oral exposure. It
was possible to demonstrate that one reason for the observed
difference between inhalation and oral thresholds is the sen-
sitivity of the respiratory tract to local effects in inhalation
studies. Local effects in the respiratory tract are frequently
observed and even at low exposure concentrations and thus
determine the NOEC (No Observed Effect Concentration).

Table 1: Inhalation TTCs derived from the data in
the RepDose database

TTC for
Number of ~ Cramer class
Dataset Route compounds  (ug/person/day)’
1 3
RepDose Inhalation All 203 71 4
compounds
RepDose Inhalation Non-
genotoxic 136 180 4

* exposure: 24 hours/day on 7 days/week

In a next step, all substances with structural alerts for geno-
toxicity were excluded, seen that genotoxic substances are
regulated by a specific TTC value of 0.15 pg/person/day.
This resulted in the following TTC values for non-genotoxic
substances: 180 ug/person/day for Cramer class 1 and 4 pg/
person/day for Cramer class 3. An overview of the threshold
values derived in this project is given in Table 1.

Outlook

Under the European regulation REACH, risk assessment of
thousands of chemicals will be required within the next few
years. Together with the oral TTC values that have already
been described in the literature, the inhalation thresholds
derived in this project represent a useful and transparent
method that allows animal testing to be avoided, if the ex-
posure is below the substance-specific threshold value. By
taking into account route-specific differences, it will be pos-
sible to further improve the TTC concept and thus also the
derived thresholds.

Reference

Escher, S. E.; Tluczkiewicz, |.; Batke, M.; Bitsch, A.; Melber, C.;
Kroese, E. D.; Buist, H. E.; Mangelsdorf, I. (2010)

Evaluation of inhalation TTC values with the database RepDose.
In: Regulatory Toxicology and Pharmacology 58: 259-274
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LOCAL GENOTOXICITY IN THE LUNG

SUMMARY

How do fine and ultrafine particles, when inhaled, affect the
genetic material of lung epithelial cells? This mechanistic
question regarding the local genotoxicity of particles was
studied by scientists at the Fraunhofer ITEM by using lung
tissue samples from a previously completed animal study
and an immunohistochemical method to evaluate the ex-
pression of genotoxicity markers. The results were compared
with data on other endpoints from the original study and
with literature data.
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Introduction

To investigate the local genotoxicity of fine and ultrafine parti-
cles in lung epithelial cells, Fraunhofer ITEM scientists on the
one hand analyzed the recent literature and on the other hand
used an experimental immunohistochemical approach. This
approach made it possible to retrospectively study local geno-
toxicity in existing lung tissue samples from (nano)particle-
exposed animals from a previously completed Fraunhofer ITEM
study. To demonstrate genotoxicity, different genotoxicity
markers were selected. Corresponding commercially available
primary antibodies for formalin-fixed, paraffin-embedded tissue
were first validated and the immunohistochemical detection
methods were then adapted to the requirements of the exist-
ing sample material.

Lung tissue samples

The paraffin-embedded lung tissue samples were derived from
rats that had been exposed to quartz, amorphous silica, or
carbon black by repeated intratracheal instillation over a period
of three months (subchronic). In addition, the results of a car-
cinogenicity study involving intratracheal instillation of the
same types of particles and data reflecting the extent of tissue
inflammation after three months (bronchoalveolar lavage and
histology) were available, enabling comparative validation of
the genotoxicity markers and evaluation of their expression.



Immunohistochemical detection

of 8-hydroxy-2 -deoxyguanosine

(8-OH-dG) as a premutagenic DNA

base modification and a marker
for oxidative DNA damage in lung
tissue from a rat exposed to carbon
black (Printex® 90). Epithelial cells
with a positively (red) stained

nucleus were quantified.

Genotoxicity markers
Fig. 1: Quantitative analysis of 8-OH-dG-positive cell

o o ] ] nuclei in lung tissue sections from particle-exposed
Local genotoxicity was evaluated by using immunohistochemi- rats.
cal detection and subsequent quantification by image analysis
The marker 8-OH-dG, representing a premutagenic oxidative DNA
base modification, was evaluated immunohistochemically in lung
epithelial cells. An automated transmitted-light microscope with
digital SIS camera and the image analysis system “SIS Analysis

of four different markers for DNA damage. The following
genotoxicity markers were selected: poly(ADP-ribose) (PAR),
phosphorylated H2AX (y-H2AX), 8-hydroxy-2"-deoxyguanosine

(8-OH-dG), and 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGGT1). PAR
indicates early cellular reaction to DNA damage, y-H2AX pri-
marily shows DNA double-strand breaks (DSB), 8-OH-dG is

a sign of a frequently occurring premutagenic oxidative DNA
base modification, and OGG1 reflects the repair capacity for

Five” were used for quantification. The analysis included 20 peri-
bronchiolar fields per lung section. The animals had been exposed
to carbon black (Printex® 90), crystalline (DQ12), or amorphous
SiO; (Aerosil® 150) for 3 months. Data represent mean values +
standard deviations of 6 animals per treatment group. The num-
ber of positive nuclei per mm? of tissue area is indicated.
Significantly different from the control group: ** p <0.01,

* %% e o i
oxidative DNA damage. p <0.001, Student’s t-test for unpaired values.
Positive nuclei per mm?

Results
500

The recent investigations demonstrated that quantitative de-

termination of genotoxicity markers in epithelial lung cells by
400

*
_|,(.
*

image analysis is possible by using immunohistochemical label-

ing with specific antibodies of paraffin-embedded lung tissue
sections. In the investigated overload situation, the samples

i

collected after three months displayed different degrees of local 300 *

genotoxicity, which allowed certain conclusions on possible

genotoxic mechanisms of action of particles to be drawn. The

most sensitive marker turned out to be y-H2AX, the marker 200
that indicates DSB. Expression of y-H2AX correlated best with

the data on inflammatory activity in the lungs as derived from

the original study and also with the data from the carcino- 100

genicity study. In addition, y-H2AX was able to differentiate
between the three different particle treatments. All in all, the
results were in agreement with genotoxicity data for these

particles as reported in the literature.

Control DQ12 quartz  Aerosil 150 Printex 90
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For DQ12 quartz all of the investigated markers gave statisti-
cally significant positive results, suggesting profound genotoxic
stress, occurrence of DSB, and oxidative DNA damage with
subsequent repair activity. In spite of higher doses, the geno-
toxic response to Printex® 90 (carbon black) exposure was
less pronounced, but nevertheless a significant increase in
DSB- and 8-OH-dG-positive nuclei and in OGG1-positive cyto-
plasm was detected. With Aerosil® 150 (amorphous silica),
only 8-OH-dG levels and the OGG1-dependent repair activity
(OGG1 expression in the cytoplasm) displayed a statistically
significant increase as compared to control animals.

By means of this study, the Fraunhofer ITEM scientists were
able to establish a method of quantifying — even retrospec-
tively — in paraffin-embedded tissue sections the local geno-
toxicity of particles in the lung by means of different geno-
toxicity markers. This approach could thus be of prognostic
value in the context of particle-induced tumorous lesions and,
if appropriately customized, could theoretically enable detec-
tion of local genotoxicity in vivo in different target organs.
This would offer possibilities for genotoxicity endpoints to

be integrated into subchronic toxicity studies and also for
mechanistic investigations, such as the differentiation between
genotoxic and non-genotoxic carcinogens. This research pro-
ject was funded by the German Federal Institute for Occupa-
tional Safety and Health (BAUA).
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Business Unit 3

PROJECT OVERVIEW

Aerosol Technology

Validation of a computer-
based model for estimating
inhalation and dermal
exposures during spraying
processes

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

Reduction of the hazard from
airborne microorganisms:
fast, automated, and specific
detection of viruses and other
pathogens using immunobio-
logical methods

Characterization of the
exposure resulting from the
use of different household
spray products

Study on particle deposition
in the respiratory tract of
minipigs

Experimental investigations
on safety aspects during
transportation and storage
of radioactive materials

Studies on protective meas-
ures for rescue staff during
radiological emergencies

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

Bio- and Environmental
Analytics

Chemical characterization of
bitumen condensates

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 spray applica-
tion of biocidal products at
workplaces

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 concentra-
tions of pharmaceuticals in
exposure atmospheres and
formulations

Development of methods for
non-target analysis of com-
plex mixtures

Development of NMR/MS
data modeling for the
characterization of condition-
dependent metabolite
patterns

Profiling of trace-level and
degradation-related impuri-
ties in pharmaceuticals by
LC-NMR and LC-MS investi-
gations

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

Measurement of specific
inorganic tracers for validation
of dispersion models

Determination of toxic
elements in consumer
products
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Cytostatic drug monitoring:
workplace surveillance during
centralized cytostatic drug
preparation in hospitals and
pharmacies

Clinical Chemistry and
Toxicokinetics

Hematological and clinico-
chemical analyses within
toxicological studies

Investigations on the dermal
uptake of zinc oxide nano-
particles

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

Measurement of viability

parameters (LDH, urea) in
cell culture supernatants
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Screening investigations

in human cell lines from
different locations in the
respiratory tract to gain
insight into the toxicity of
carbon black nanoparticles

Databases and
Information systems

RITA — Registry of Industrial
Toxicology Animal-data

CEPA - Cell Proliferation and
Apoptosis

goRENI INHAND - Interna-
tional Harmonization of
Nomenclature and Diagnostic
criteria

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

Comet assay-based evalua-
tion of the genotoxic poten-
tial of quartz-containing
ceramic fibers

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

Studies in primary gingival
fibroblasts on the genotoxic
potential of bisphenol A as a
substance potentially released
from dental filling materials

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

Participation in an inter-
national round-robin study on
the Ames-fluctuation assay

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 tech-
nology as a testing method
for inhalable substances
(gases) in a round-robin study

In vitro exposure of cell lines
from different locations in
the respiratory tract to nano-
powders to characterize par-
ticle uptake and distribution

Generation of complex cell
culturing models to be used
in screening processes for
efficacy testing of substances



Inhalation Toxicology

Size separation of fibers into
respirable fractions

Studies on the in vivo solu-
bility 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 po-
tential of carbon nanotubes

Toxicokinetics study in rats
after inhalation exposure to
carbon nanotubes

Pathology

Electron microscopic analysis
of nanoparticle behavior after
cellular uptake in different
cell culture systems

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

Genotoxic mechanisms of

action of fine and ultrafine
dusts in the lung

Histological evaluation of
the respiratory tract after
inhalation or intratracheal
instillation of different types
of fibers and particles

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 col-
laboration with the Working
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
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Project Reports

REACH: registration
in practice

Authorization of biocidal
products: applicants are
facing new challenges
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The business unit Testing and Registration of

Chemicals, Biocides and Pesticides pools the insti-
tute’s long-standing experience and comprehensive
expertise in risk assessment, covering the fields of
exposure assessments, behavior in the environment,
toxicology, and ecotoxicology.

Numerous substances for which data are already
available require additional evaluations to allow for
risk assessment. In addition, the European chemi-
cals policy REACH, which came into force in 2007,
requires re-investigation of a large number of ac-
tive substances that are already on the market. The
scientists working in this business unit view and
evaluate the existing data and will recommend ad-
ditional tests for a substance whenever this seems
necessary. To close existing data gaps, studies ad-
dressing the following endpoints are performed at
the Fraunhofer ITEM: toxicokinetics, sensitization,
immunotoxicity, subchronic and chronic toxicity,
reproductive toxicity, teratogenicity, carcinogenici-
ty, and mutagenicity. Investigations into the mech-
anisms 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 cre-
ated in accordance with high standards.

Legal requirements, in particular the criteria for risk
assessments, are subject to constant changes.
Through cooperation with national and interna-
tional committees and authorities as well as partici-
pation in round-robin studies, the Fraunhofer ITEM
takes part in the development of guidelines and can
thus react immediately to changes — a benefit par-
ticularly for our clients. It is foreseeable that the
demand for risk assessments and additional toxico-
logical studies of chemicals will continue to in-
crease. 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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REACH: REGISTRATION IN PRACTICE

SUMMARY

As part of the registration of industrial chemicals under

the new European Union regulation on chemicals REACH
(Registration, Evaluation, and Authorisation of Chemicals),
the first registration dossiers for substances produced or
imported in quantities of 1000 tonnes or more per year
had to be submitted to the European Chemicals Agency
(ECHA) by November 30, 2010. The team of the Depart-
ment of Chemical Risk Assessment at the Fraunhofer ITEM
prepared the registration dossiers for a number of substances
with the largest manufacturing or import quantities.
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A key issue of the registration dossiers for industrial chemicals —
besides comprehensive data on the effects on man and the
environment — is the deduction of general conditions for the
safe handling of each substance in the context of the identi-
fied uses. This requires the definition of threshold values be-
low which no negative effects on man and the environment
are to be expected: Derived No Effect Levels (DNEL) for toxi-
cological endpoints and Predicted No Effect Concentrations
(PNEC) for the ecotoxicological evaluation. These values are
then compared with the estimated exposures for the identified
uses, and this results in an assessment as to whether the sub-
stance is considered safe to use.

Difficulties

Reaching consensus about the uses of a substance between its
manufacturers, processing companies, and users turned out to
be a difficult task, because in the different sectors terms have
different meanings and are used differently. Constant updates
of the technical guidelines did not improve this situation either,
but only added to the confusion. Furthermore, some of the
important software tools for the registration process were made
available later than announced or are still being developed.
Other tools turned out to perform incorrectly.



Solutions

In spite of the above mentioned difficulties, all substances with
the largest manufacturing or import quantities that were taken
care of by the Fraunhofer ITEM could be registered in due time
and in compliance with the legal regulations. The experience
gained during this process (in the areas of exposure assessment
and deduction of threshold limits, but also in the discussions
within the consortia and between the different players involved
in the supply chain) will be useful in the next registration phases
for substances manufactured at smaller quantities and, if re-
quired, in the revision of already submitted dossiers.

In addition, the team of this department is currently working on
a project comparing the different national substance assessment
methods. This project has been commissioned by the German
Federal Environment Agency and involves a comparative inves-
tigation of the different methods used for the deduction of
levels of effect and threshold values.

Outlook

The interdisciplinary team of the Department of Chemical Risk
Assessment will continue to play an active role in the further
development of REACH by collaborating in different working
committees, e.g. the Lower Saxony working committee on
European chemicals policy. The experience gained so far will
be presented to this working committee and added to the
discussion. As a result of this, and also due to many years of
experience in the different areas of chemical risk assessment,
the team is capable of providing competent support to com-
panies in the implementation of REACH.
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AUTHORIZATION OF BIOCIDAL PRODUCTS:
APPLICANTS ARE FACING NEW CHALLENGES

SUMMARY

Biocidal products are subject to a complex authorization
process, involving a variety of hurdles which companies have
to overcome. At the Fraunhofer ITEM, a cross-disciplinary
team from the Department of Chemical Risk Assessment has
been developing concepts and systems that may facilitate
the preparation of dossiers for product authorization and
help reduce the number of studies necessary.
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The use of biocidal products has become a part of our every-
day life. Biocidal products include not only disinfectants and
insecticides, but also products which extend the service life
of materials such as paper or wood or which help sustain
smooth working and production processes. Because of their
pest-controlling effects, they offer on the one hand a high
degree of protection, but on the other hand they also pose
potential hazards to man and the environment. This is why
biocidal active substances and biocidal products are subject
to a complex registration and authorization process laid
down in the Biocidal Products Directive (BPD 98/8/EC).

New concepts for product authorization

The assessment of numerous biocidal active substances is
currently in its final phase, and their inclusion into Annex I/IA
is being discussed. The next challenge to be faced is the develop-
ment of concepts that will facilitate the preparation of dossiers
for product authorization. In particular to support companies
that are planning to bring a large number of products to the
market, a data management system has been developed at
the Fraunhofer ITEM. It quickly analyzes data gaps and checks
whether existing information from other products could be
transferred (read-across); one of the aims is to avoid unneces-
sary (animal) testing.

The concept of “frame formulations” is intended to be a further
simplification. This is applicable when companies apply for the
authorization of several products that include the same active
substances and major components and differ only in the use



of perfumes and coloring agents. In addition, the type of

application and the designated use must be identical for these
products. Changes in the composition must neither increase
the risk to man and the environment nor decrease the product’s
efficacy. It is important to note that even a single additional
ingredient can change the risk assessment and also the classi-
fication of the product. Before product authorization via the
frame formulations tool can be planned, a detailed analysis

of the product compositions must be performed taking into
account all of the ingredients and also possible cumulative
toxicities.

Testing of the microbial efficacy

Another key point of the Biocidal Products Directive is the
testing of products for their microbial efficacy. This means that
evidence has to be provided that a product shows sufficient
efficacy at the recommended concentration of use without
producing harmful effects on man, animals, or the environment.
Of particular interest is the fact that all specific claims, i.e.
labels such as “bactericidal”, “tuberculocidal” or “virucidal”
efficacy have to be substantiated by appropriate tests.

In contrast to the minimal efficacy requirements active sub-
stances have to meet to be included in Annex |, a comprehen-
sive and complete efficacy profile thus has to be presented

for biocidal products. This profile can differ according to the
product and depends on the claim of the product and the
product type for which the product is to be authorized. If, for
example, a product is to be authorized both as a disinfectant
in the food processing sector and as a surface disinfectant for
use in hospitals, different tests will have to be performed, even
though efficacy against the same target organisms is claimed.

Consequently, there are no generally valid guidelines for the
authorization of biocidal products, but the applicable guide-
lines and required tests for the product or product group in

question have to be determined depending on the particular
claim. For the assessment of the efficacy, certain endpoints
are crucial in addition: a test is considered “passed”, if the
product inhibits or kills a certain number of test organisms
within a defined time frame. In particular for biocidal products
of the product types 6 to 22 it is rather difficult to identify the
relevant guideline and find suitable testing laboratories.

No clear distinction from other regulations

Further difficulties in the authorization process for biocidal
products are, for example, the assessment of mixture toxicities
or of cumulative toxicity, and also the lack of a clear distinction
from other regulations (borderlines to plant protection products,
pharmaceuticals, or cosmetic ingredients). Even within the
European Union, different regulations exist, for example, as

to whether sun lotions including insect repellents (to protect
against mosquito bites) are to be considered biocidal or cos-
metic products.

In summary, the greatest challenge is caused by the different
data requirements that result from the product type, claim,
and composition. The cross-disciplinary team in the Depart-
ment of Chemical Risk Assessment is continually developing
strategies to enable an efficient use of existing data. Having
many years of experience in the preparation of dossiers for
active substances, the Fraunhofer ITEM staff is capable of
efficiently supporting their clients in the authorization process
for biocidal products.
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Business Unit 4

PROJECT OVERVIEW

Assessment of chemicals

Activities in connection with
the European chemicals
policy (REACH): consulting
for affected companies, assis-
tance in preparing registration,
evaluation of the necessary
data, preparation of IUCLID
data sets and of chemical
safety reports, development
of testing strategies, justifica-
tion for waiving, and exposure
scenarios
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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

Preparation of International
Chemical Safety Cards (ICSC)
under the WHO International
Programme on Chemical
Safety (IPCS)

Preparation of risk assess-
ments regarding human
health and the environment
under HERA (Human and
Environmental Risk Assess-
ment on Ingredients of
Household Cleaning Products)

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 sub-
stances 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 4t priority
list of the European Biocidal
Products Guideline, including
development of exposure
scenarios and testing strate-
gies

Preparatory development of

a concept for preparation of
dossiers for product authori-
zation; incl. study monitoring,
risk assessments, develop-
ment of exposure scenarios
and testing strategies

QSAR, databases

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 “Environmental
Health Criteria Documents”
(EHC) on “Dermal exposure”
under the WHO IPCS
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FRAUNHOFER GROUP FOR LIFE SCIENCES

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 900, 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.
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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 (1ZI), and
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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
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Group for Life Sciences is unrivaled at so high a concentra-
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bei Patienten mit allergischer Rhinitis (Asthmatiker und Nicht-
asthmatiker) vor und nach inhalativer Allergen-Exposition in einem
Pollenraum.

Medizinische Hochschule Hannover

Mai 2010

Pilot study to determine exhaled nitric oxide (NO) in patients with
allergic rhinitis (asthmatics and non-asthmatics) before and after

allergen inhalation exposure in an environmental challenge chamber.

Hannover Medical School
May 2010

Carla Winkler

Funktion von Surfactant-Protein-D und seine Strukturanderungen
bei akuter und chronischer Atemwegsentziindung.

Medizinische Hochschule Hannover

November 2010

Function of surfactant protein D and its structural alterations during
acute and chronic airway inflammation.

Hannover Medical School

November 2010
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DIPLOMARBEITEN
DEGREE
DISSERTATIONS

Margit Jahnel

Charakterisierung experimenteller Spindelgifte und c-Abl/c-Src dualer
Kinasehemmstoffe in der Therapie von Adenokarzinomen der Lunge.
Fachhochschule Jena

November 2010

Characterization of experimental spindle toxins and c-Abl/c-Src dual
kinase inhibitors in the treatment of lung adenocarcinomata.
University of Applied Sciences Jena

November 2010

Yongjin Yang

Charakterisierung und Optimierung der Produktion eines
scFv-Antikorperfragments in Bacillus megaterium.
Technische Universitdt Braunschweig

November 2010

Characterization and optimization of scFv antibody fragment
production in Bacillus megaterium.

Braunschweig Technical University

November 2010



BACHELORARBEITEN
BACHELOR'’S THESES

Thi Ngoc Hanh Phan Maria Wiedow
Proteinexpression in CHO-Zellen mit Hilfe des Glutamin- Durchfuhrung einer IST-Analyse im Rahmen der Einfiihrung eines
Synthetase (GS)-Systems. Dokumentenmanagementsystems: Ein Pilotprojekt fur die Abteilung
Fachhochschule Aachen, Abteilung Jilich “Klinische Atemwegforschung” am Fraunhofer ITEM.
September 2010 Fachhochschule Hannover
Protein expression in CHO cells by using the glutamine Januar 2010
synthetase (GS) system. Analysis of the present situation in view of the introduction
University of Applied Sciences Aachen, Juelich campus of a document management system: a pilot project for the
September 2010 Fraunhofer ITEM Department of Clinical Airway Research.
University of Applied Sciences Hannover
January 2010
Julia Reinke

Ex vivo Comet Assay und Mikrokerntest an primaren
Typ Il-Zellen der Ratte.

Fachhochschule Emden-Leer

Januar 2010

Ex vivo Comet assay and micronucleus test in primary
alveolar epithelial type-II cells of the rat.

University of Applied Sciences Emden-Leer

January 2010

Mareike Voges

Optimierung der Kulturbedingungen fir Lungenschnitte durch
Zugabe von Insulin und Serum.

Gottfried Wilhelm Leibniz Universitat Hannover

Juni 2010

Optimization of the culturing conditions for lung slices by
supplementing insulin and serum.

Gottfried Wilhelm Leibniz University Hannover

June 2010



NAMEN, DATEN, EREIGNISSE
NAMES, DATES, EVENTS

VORSITZ AUF KONGRESSEN

UND TAGUNGEN

CHAIRMANSHIP AT CONGRESSES

AND CONFERENCES

Priv-Doz. Dr. Armin Braun

Models of Asthma and COPD. 9t Workshop, Fraunhofer ITEM.
Hannover (Germany)
January 22-23, 2010

Immunomodulation via Cytokines Il. World Immune Regulation
Meeting IV (WIRM-IV).

Davos (Switzerland)

March 29-April 1, 2010

The value of animal models of asthma.
EAACI Congress.

London (UK)

June 6, 2010

Poster-Session des GRK 1441.
5. Deutscher Allergiekongress.
Hannover (Germany)
September 9, 2010

Prof. Dr. Clemens Dasenbrock

“Einfuhrung in die Toxikologie fur Chemiker” am Fraunhofer ITEM,
Leitung des GdCh-Fortbildungskurses.

Hannover (Germany)

April 14-16, 2010

Symposium “Allergische Reaktionen der Lunge”.
5. Deutscher Allergiekongress.

Hannover (Germany)

September 11, 2010
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Prof. Dr. Jens Hohlifeld

Das Einmaleins der Allergiediagnostik vom Soforttyp.
5. Deutscher Allergiekongress.

Hannover (Germany)

September 10, 2010

Asthma/Autoimmunerkrankungen.

Herbsttreffen der Sektion Zellbiologie in der DGP.
Berlin (Germany)

November 12, 2010

Prof. Dr. Norbert Krug

Session: New therapeutic targets and technologies.

9t Workshop “Models of Asthma and COPD", Fraunhofer ITEM.
Hannover (Germany)

January 23, 2010

Session: Asthma und nicht-allergologische Triggerfaktoren — was ist
gesichert?

5. Deutscher Allergiekongress.

Hannover (Germany)

September 10, 2010



GELADENE VORTRAGE
AUF KONGRESSEN UND TAGUNGEN

INVITED LECTURES

AT CONGRESSES AND CONFERENCES

Priv-Doz. Dr. Armin Braun

Dynamic imaging of airway mucosal dendritic cell activity ex vivo.

SFB 530 guest seminar
Homburg (Germany)
February 18, 2010

The value of animal models of asthma. EAACI Congress.
London (UK)
June 6, 2010

Neuroimmunologie der Allergie. 5. Deutscher Allergiekongress.
Hannover (Germany)
September 9, 2010

Dr. Otto Creutzenberg

Potential biological interactions and toxicity of nanomaterials in
the respiratory tract. EUROTOX Postsatellite Meeting.

Dresden (Germany)

April 22-24, 2010

Nanotechnologie — Stand der Forschung und Erkenntnisse zur
biologischen Wirkung. Technische Akademie Wuppertal,
Arbeitsmedizin 2010.

Wuppertal (Germany)

April 28-29, 2010

Besonderheiten der Gefédhrdungsbeurteilung bei Produktion und
Handhabung von Nanopartikeln. Laser-Zentrum Hannover.
Hannover (Germany)

May 6, 2010

Prof. Dr. Clemens Dasenbrock, Dr. Jochen Buschmann,
Priv.-Doz. Dr. Holger Garn

Toxicity testing for inhalation biopharmaceuticals. 9t Workshop
“Models of Asthma and COPD". Fraunhofer ITEM.

Hannover (Germany)

January 23, 2010

Dr. Heinrich Ernst

Proliferative lesions of the upper respiratory tract in rodents.
8t European Congress of Toxicologic Pathology.

Budapest (Hungary)

September 29, 2010

Dr. llona Fleischhauer

Audits bei klinischen Studien. Beitrag im Fortbildungskurs
“Qualifikation als Prifarzt/Prifarztin bzw. Assistenz in klinischen
Studien” des KS-MHH.

Hannover (Germany)

March 4 and September 15, 2010

Professor Dr. Dr. Uwe Heinrich

Gibt es unterschiedliche gesundheitliche Wirkungen von Nano- und
Mikropartikeln? Forum Occupational Medicine, Hannover Medical
School.

Hannover (Germany)

February 20, 2010

Pre-clinical and clinical research in drug development at the
Fraunhofer ITEM. BioJapan 2010, Pacifico Yokohama.
Yokohama (Japan)

September 29, 2010



NAMEN, DATEN, EREIGNISSE
NAMES, DATES, EVENTS

Experimental approaches to reduce the risk of clinical failure in the
respiratory drug development process. 2010 Translational Research
Excellence Conference (TRX10).

Brisbane (Australia)

October 12, 2010

Toxicological aspects in the safety assessment of nanomaterials.
German Society for Regulatory Affairs (DGRA) Symposium
"New Trends in Regulatory Toxicology of Pharmaceuticals”.
Bonn (Germany)

December 13, 2010

Prof. Dr. Jens Hohlifeld

Surfactant Protein D: Regulation, Modifikation und Bedeutung beim
Asthma bronchiale. University of Bern, Institute of Anatomy.

Bern (Switzerland)

April 28, 2010

Asthma und Umwelt. 5. Deutscher Allergiekongress.
Hannover (Germany)
September 10, 2010

Airway challenges with grass pollen, allergen extract, endotoxin and
ozone for proof-of-concept studies in humans. Nycomed GmbH.
Konstanz (Germany)

October 20, 2010

Breathe in, breathe out — Wege zur Therapie und Diagnostik.
Update Pneumologie 2010. Klinikum Oststadt-Heidehaus.
Hannover (Germany)

November 13, 2010

Zukunftige Aspekte: Welche Studien fehlen im Bereich COPD?
Expertentreffen 2010: “Die COPD in klinischen Studien”.
Mainz (Germany)

December 4, 2010

Prof. Dr. Wolfgang Koch

Gesundheitsbewertung von Impragniersprays. Vortrag bei der
BfR-Kommission zur Bewertung von Vergiftungen, Bundesinstitut fir
Risikobewertung (German Federal Institute for Risk Assessment, BfR).
Berlin (Germany)

November 18, 2010

Risikobewertung und Regulation von Feinstduben. DGPT-Kurs
“Regulatorische Toxikologie”.

Hannover (Germany)

September 20-24, 2010
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Prof. Dr. Norbert Krug

Personalisierte Medizin in der Medikamentenentwicklung.
6. Symposium “Krankenhaus der Zukunft”.

Hannover (Germany)

March 10, 2010

The influence of ambient particles on the allergic inflammation in
asthma. Third World Asthma & COPD Forum.

Dubai (United Arab Emirates)

April 26, 2010

Animal models for human asthma: the perspective of a clinician.
Third World Asthma & COPD Forum.

Dubai (United Arab Emirates)

April 27,2010

Neue Ansatze, individualisierte Therapie. 5. Deutscher Allergiekongress.
Hannover (Germany)
September 10, 2010

Klinische Untersuchungen. 5. Deutscher Allergiekongress.
Hannover (Germany)
September 11, 2010

Hans-Dieter Lauenstein

Die Funktion von pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-
receptor 1 in einem murinen Modell fur allergisches Asthma.

51. Kongress der Deutschen Gesellschaft fir Pneumologie und
Beatmungsmedizin e. V.

Hannover (Germany)

March 17-20, 2010

Dr. Sven Schuchardt, Dr. René Zahedi

From environmental analytics to new insights into molecular and
system biology. GBM-Mini-Symposium “Molecular Life Science”,
Goethe Universitat Frankfurt.

Frankfurt/Main (Germany)

September 27-28, 2010

Dr. Katherina Sewald

Use of human precision-cut lung slices for testing of anti-inflammatory
drugs. 9t Workshop “Models of Asthma and COPD". Fraunhofer ITEM.
Hannover (Germany)

January 23, 2010



BEITRAGE ZU KONGRESSEN UND TAGUNGEN
CONTRIBUTIONS TO CONGRESSES AND

CONFERENCES

Albrecht M., Preston-Hurlburt P, Hoymann H.-G., Braun A.,
Bottomly K., Dittrich A.-M.

Th17 cells in the lung facilitate priming towards new antigens and
induce airway hyperresponsiveness.

In: Allergy 65 (Suppl. 92): 70, Abs. No.154, 2010. EAACI 2010.
London (UK)

June 6-9, 2010

Bethke T. D.; Hohlfeld J. M., Krug N., Grootendorst D. C., Rabe K. F.
Pharmacodynamic effects of the selective PDE4-inhibitor roflumilast in
humans.

In: Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 381 (2010),
Supplement 1, p. 87. 515t Annual Meeting of the German Society

for Experimental and Clinical Pharmacology and Toxicology (DGPT).
Mainz (Germany)

March 23-25, 2010

Bitsch A.

Regulation von Bioziden. Vortrag, DGPT-Fortbildungskurs “Regulato-
rische Toxikologie”, Niedersachsisches Landesgesundheitsamt.
Hannover (Germany)

September 20-24, 2010

Borlak J., Kramer, P-J.

Preclinical Drug Safety — Arzneimittel Metabolismus & Toxikologie.
FORUM Institut fir Management.

Mannheim (Germany)

December 9-10, 2010

Borlak J.

From mice to man? Replacing meaningless animal studies through
sophisticated alternative testing methods. Workshop “Toxicity Testing
in the 21t Century and Alternative Methods”.

Milan (Italy)

November 26, 2010

Borlak J.

Detection of early signals of hepatotoxicity by gene expression profiling
studies with cultures of metabolically competent human hepatocytes.
Symposium “The Strategy for New Drug Development Using Omics
Technology” of the Korean Society of Applied Pharmacology.

Seoul (Korea)

November 4-5, 2010

Borlak J.

The colloquium on omics biomarker development for drug safety
assessment. National Institute of Food, Drug, and Safety Evaluation.
Seoul (Korea)

November 4, 2010

Borlak J.

A recap of the current status of toxicogenomics applied to the drug
development process. 6 International Conference on Toxicogenomics.
Incheon/Seoul (Korea)

November 4-5, 2010

Borlak J.

Epigenetic silencing of tumor suppressor genes. Institut Albert
Bonniot, Université Joseph Fourier.

Grenoble (France)

October 19, 2010

Borlak J.

Identification and characterization of a novel class of tyrosine kinase
inhibitors which are active against a large panel of tumor progenitor
cells that express stem cell marker. EU COST Action: Inhibitors of
angiogenesis, Training School and MC Meeting.

Rhodes (Greece)

September 26-October 1, 2010

Borlak J.

Targeting cancer stem cells by drug loaded immunonanoparticles.
Central European Congress of Life Sciences Eurobiotech 2010.
Krakow (Poland)

September 20-22, 2010

Borlak J.

Toxicology of nanoparticles. MINATEC Crossroads ‘10, workshop on
organic nano-assemblies for in vivo applications “Green in vivo".
Grenoble (France)

June 21-22, 2010

Borlak J.

Keynote: Toxicology of nanoparticles for in vivo applications. MINATEC
Crossroads '10, workshop “Nanostructures for clinical diagnosis and
therapy”.

Grenoble (France)

June 21, 2010



NAMEN, DATEN,
NAMES, DATES,

EREIGNISSE
EVENTS

Borlak J.

Drug-induced liver injury (DILI). Molecular insights translated into
DILI prevention programs. Drug-Induced Liver Toxicity Conference.
Zurich (Switzerland)

June 29-30, 2010

Borlak J.

Epigenetic silencing of the tumor suppressor gene TSLC1 in adeno-
carcinomas of the lung. Thomas Friedberg Memorial Symposium.
Dunkeld (UK)

May 27-28, 2010

Borlak J.

Identification and characterization of a novel class of tyrosine kinase
inhibitors which are active against a large panel of tumor progenitor
cells that express stem cell marker. Il EWDSy — Third European
Workshop in Drug Synthesis.

Siena (Italy)

May 23-27, 2010

Borlak J.

Immunonanoparticles for targeted therapies in cancer. International
Symposium on Biomarkers and Molecular Imaging in Neuroendocrine
Tumors.

Uppsala (Sweden)

May, 19-20, 2010

Borlak J.

Drug-loaded immunonanoparticles in the combat of cancer stem

cells — safety and efficacy considerations. 3 European Conference for
Clinical Nanomedicine.

Basel (Switzerland)

May 10-12, 2010

Borlak J.

Molecular switches in dsyplasia — opportunities for molecular/metabolic
imaging of carcinomas in situ. Workshop COST Angiokem — Inhibitors
of Angiogenesis: Design, Synthesis and Biological Exploitation.
Istanbul (Turkey)

April 30-May 1, 2010

Borlak J.

Improved cancer therapies through targeted drug delivery.
Symposium of Haupt Pharma AG.

Minster (Germany)

April 22-23, 2010

Borlak J.

The toxicology perspective. The 6t Uppsala Spring Meeting
(GE Healthcare) — The Future of Molecular Imaging.
Uppsala (Sweden)

April 12-14, 2010
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Borlak J.

Immun-Nanopartikel als Navigator zu Krebsstammzellen. Symposium
der korporativen Mitglieder: Nanomedizin — Hope oder Hype?

116. Kongress der Deutschen Gesellschaft fir Innere Medizin e. V.
Wiesbaden (Germany)

April 10-14, 2010

Borlak J.

Detection of early signals of hepatotoxicity by gene expression
profiling studies with cultures of metabolically competent human
hepatocytes. 3" annual ADMET Europe conference.

Munich (Germany)

April 8-9, 2010

Borlak J.

Technology innovation in discovery development — “Combating liver
induced toxicity”. 3 Annual Global Discovery and Development
Innovation Forum.

Edinburgh (UK)

March 8-9, 2010

Borlak J.

Specific genetic and epigenetic changes in a lung cancer model.
University of Trento.

Trento (Italy)

March 3, 2010

Costa Pinheiro N., Hahn S., Bitsch A.

Emission Scenario Documents (ESD) for biocidal products deficiencies
and resulting consequences. Jahrestagung Gesellschaft Deutscher
Chemiker e.V. (GDCh) — Fachgruppe Umweltchemie und Okotoxikolo-
gie & Society of Environmental Toxicology and Chemistry (SETAC).
Dessau (Germany)

September 6-9, 2010

Costa Pinheiro N., Hahn S., Bitsch A.

Emission Scenario Documents (ESD) for biocidal products deficiencies
and resulting consequences. Society of Environmental Toxicology and
Chemistry (SETAC), SETAC Europe Annual Meeting.

Seville (Spain)

May 23-27, 2010

Creutzenberg O.

Tiered approach to testing and assessment of nanomaterial safety to
human health — N1: zinc oxide. 12" Annual Workshop, Reduction of
uncertainty enabling decision making.

Brussels (Belgium)

November 17-18, 2010



Fitz-Maier H., Volk J., Leyhausen G., Ziemann C., Geurtsen W.
Combinatorial effects of composite components on glutathione
and ROS levels in oral epithelial cells.

In: Naunyn Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 381 (2010),
Supplement 1, p. 79. 51t Spring Meeting of the German Society for
Experimental and Clinical Pharmacology and Toxicology (DGPT).
Mainz (Germany)

March 23-25, 2010

Fritzsche J., Pohlmann G., Koch W.

Equilibrium size distribution for Brownian coagulation in a well
stirred tank reactor. International Aerosol Conference 2010.
Helsinki (Finland)

August 29-September 3, 2010

Fritzsche J., Pohlmann G., Koch W.

Coagulation of continuously generated nanoparticles under well
stirred conditions. Conference on Workplace Aerosols.
Karlsruhe (Germany)

June 28-July 2, 2010

Gerhauser I., Ernst H., Baumgartner W., Germann P-G., Wohlsein P.
Spontaneous lesions in the central nervous system of aging Syrian
hamsters. 28t Meeting of the European Society of Veterinary Pathology
and European College of Veterinary Pathologists.

Belgrade (Serbia)

September 8-11, 2010

Gerhauser ., Lehmbecker A., Ernst H., Baumgartner W.,
Germann P.-G., Wohlsein P.

Spontaneous lesions in the central nervous system of aging Syrian
hamsters. 8" European Congress of Toxicologic Pathology.
Budapest (Hungary)

September 28-October 1, 2010

Hahn S., Licht O., Costa Pinheiro N., Bitsch A.

How to characterize reactive compounds or UVCB substances as
ingredients in biocidal products? Society of Environmental Toxicology
and Chemistry (SETAC), SETAC Europe Annual Meeting.

Seville (Spain)

May 23-27, 2010

Hansen T., Schleh C.

The human bronchial epithelial cell line Calu-3 as in vitro model of the
human airway epithelial barrier to study the transepithelial transport
of insulin.

In: ALTEX 27, Suppl. 2/2010. 16" Congress on Alternatives to Animal

Testing.

Linz (Austria)

September 1-4, 2010

Heinemann D., Ritter D., Kasper C., Eger K., Steinfelder H. J., Ziemann C.
Comparative mechanistical investigations on the genotoxic potential
of nitrovinyluracil derivatives.

In: Naunyn Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 381: 355,
Supplement 1, p. 74. 515t Spring Meeting of the German Society for
Experimental and Clinical Pharmacology and Toxicology (DGPT).
Mainz (Germany)

March 23-25, 2010

Hoymann H.-G., Bilstein A., Lenzen G., Herzog S., Mller M., Krug N.,
Braun A.

Effects of ectoine on early allergic response, airway hyperresponsive-
ness and inflammation in ovalbumin-sensitized rats.

In: American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 181:
A5693, 2010. ATS 2010.

New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010

Hoymann H.-G., Lingner S., Braun A., Dittrich A. M.

Carbon black particles facilitate allergic sensitization and enhance
airway hyperresponsiveness in a mouse model of allergic asthma.
In: American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 181:
A5770, 2010. ATS 2010.

New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010

Hoymann H.-G., Tosiek M., Gruber A. D., Ellinghusen B., Herzog S.,
Braun A., Bruder D.

Airway hyperresponsiveness and inflammation in a model of

CD8+ T cell-mediated pulmonary disease. In: American Journal of
Respiratory and Critical Care Medicine 181: A2841, 2010. ATS 2010.
New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010

Knebel J.

Toxische Wirkung von Stoffen nach Direktexposition von Lungenzellen.
BMBF-Projektforum Biotechnologie, Biotechnica.

Hannover (Germany)

October 5-7, 2010

Langer M., Booth J., Veres T. Z., Prenzler F.,, Sewald K., Wu W.,

Braun A., Metcalf J. P

Bacillus anthracis spore uptake by immune cells resident in the human
lung: implications for anthrax pathology. ATS 2010.

New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010



NAMEN, DATEN,
NAMES, DATES,

EREIGNISSE
EVENTS

Lehmbecker A., Eydner M., Schaudien D., Ernst H., Creutzenberg O.,
Baumgartner W., Rittinghausen S.

Nasal and pulmonal translocation of fine and nano TiO, particles
after nose-only inhalation in rats. 8™ European Congress of Toxicologic
Pathology.

Budapest (Hungary)

September 28-October 1, 2010

Lewin G., Hansen T., Buschmann J.

Development of haematological characteristics in newborn rats,
PND 2-21.

In: Reproductive Toxicology 30: 240 (2010). 38" Annual Conference
of the European Teratology Society.

Barcelona (Spain)

September 5-8, 2010

Licht O.

Okotoxikologie. Einfiihrung in die Toxikologie fiir Chemiker und
REACH/Chemikaliengesetz. Einfihrung in die Toxikologie fur
Chemiker, GDCh-Fortbildung.

Hannover (Germany)

April 2010

Licht O.

Regulatorische Okotoxikologie. Vorlesung, Technische Universitat
Dresden, Institut fur Hydrobiologie.

Dresden (Germany)

Wintersemester 2009/10

Licht O.

Vergleichbarkeit von DNEL/DMEL-Werten mit bekannten Schwellen-
und Minimalwerten: Beispiele aus den Bereichen Boden-, Luft- und
Trinkwasserschutz. Innenraumtage Hannover: Innenraumbelastungen
und Gesundheitsschutz, Niedersachsisches Landesgesundheitsamt
(NLGA) Hannover.

Hannover (Germany)

November 18-19, 2010

Licht O., Gerdes H., Ziemann C., Bitsch A., Mangelsdorf I.
Genotoxicity of 1-propanol: Is there a problem?

In: Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 381, Supple-
ment 1, p. 85. 51° Spring Meeting of the German Society for
Experimental and Clinical Pharmacology and Toxicology (DGPT).
Mainz (Germany)

March 23-25, 2010

180 181

Lingner S., Hennig C., Hansen G., Hoymann H.-G., Braun A.,
Dittrich A.-M.

Adjuvant activity of carbon black particles in a mouse model of
allergic sensitisation.

In: Allergy 65 (Suppl. 92) 8, Abs. No. 16, 2010. EAACI.
London (UK)

June 6-9, 2010

Mangelsdorf I.

Stoffbewertung in Europa anhand eines konkreten Beispiels.
Vortrag, DGPT-Fortbildungskurs “Regulatorische Toxikologie”,
Niedersachsisches Landesgesundheitsamt (NLGA) Hannover.
Hannover (Germany)

September 20-24, 2010

Moder M., Baars O., Schrader S., Schmitt-Jansen M., PreiB A.
Schuchardt S.

Tranformation reactions of the antiviral agent Tamiflu in water.
TransCon2010.

Monte Verita, Ascona (Switzerland)

September 12-17, 2010

Mueller M., Roehr H., Mueller-Hagen D., Krug N., Braun A., Mueller R.
Newly developed Staphylococcus aureus (S. aureus) lung infection
model for testing of pre-clinical efficacy of bacteriophages.

In: American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 181:
A4749, 2010. ATS 2010.

New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010

Pirow R., Smirnova L., Liebsch M., Tharmann J., Luch A., Bauer M.,
Graebsch C., Linsel G., Siemers R., Otto C., Berger-PreiB E., Kock H.,
Oertel A., Ritter D., Knebel J.

Testing of the toxicity of volatile compounds on human lung cells
using air/liquid interface (ALI) culturing and exposure technique:

a prevalidation study.

In: ALTEX 27, Suppl. 2/10. 16t European Congress on Alternatives
to Animal Testing.

Linz (Austria)

September 2-4, 2010

Preiss A., Elend M., Reineke A.-K., Hollender J.

Identification of unusual metabolites in the aquifer of an ammunition
waste site contaminated by mononitrotoluenes. TransCon2010.
Monte Verita, Ascona (Switzerland)

September 12-17, 2010



Schaumann F, Berger-Preiss E., Koch W., Dijkstra D., Muller M.,
Braun A., Hohlfeld J., Krug N.

Influence of diesel exhaust particles (DEP) with and without organic
compounds on the allergic inflammation in asthmatic subjects.

In: American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 181:
A1033, 2010. ATS 2010.

New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010

Schlepiitz M., Seehase S., Schlumbohm C., Sewald K., Braun A.,
Kramer B. W., Uhlig S., Martin C.

Electric field stimulation of precision-cut lung slices suggests differences
in distal lung innervation.

In: American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 181:
A5030, 2010. ATS 2010.

New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010

Schwarz K., Dunkhorst W., Lédding H., Windt H., Koch, W.
Investigations into the mechanism of droplet generation in the human
lung. International Aerosol Conference 2010.

Helsinki (Finland)

August 29-September 3, 2010

Seehase S., Schleptitz M., Schlumbohm C., Fuchs E., Kaup F,,
Krug N., Braun A., Martin C., Sewald K.

Characterisation of marmoset precision-cut lung slices (PCLS):
Comparison with human tissue. ATS 2010.

New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010

Sewald K., Switalla S., Knothe S., Prenzler F, Forster C., Pfennig O.,
Martin C., Ebensen T., Guzman C., Schaumann F., Krug N., Braun A.
The new adjuvant BPPcysMPEG activates innate immune responses in
human precision-cut lung slices (PCLS).

In: American Journal of Respiratory and Critical Care Medicine 181:
A5737,2010. ATS 2010.

New Orleans, LA (USA)

May 14-19, 2010

Shevchenko M., Veres T., Schmalhorst P, Spies E., Sapozhnikov A.,
Braun A.

Neutralisation of A. fumigatus conidia in a chronic allergy asthma
mouse. EAACI.

London (UK)

June 6-9, 2010

Tillmann T., Schaudien D., Ernst H.

A case of severe subepicardial inflammation as part of the entity
"dystrophic cardiac calcinosis” in a young BALB/c mouse.

8th European Congress of Toxicologic Pathology.

Budapest (Hungary)

September 28-October 1, 2010

Tluczkiewicz I., Mangelsdorf I., Buist H., Martin M., Escher S.

Use of combined databases RepDose (FhG), Toxbase (TNO),

MunroDB and ToxRefDB (USEPA) to refine TTCs for oral exposure.

In: Naunyn-Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 381,
Supplement 1, pp. 85-86. 51¢ Spring Meeting of the German Society
for Experimental and Clinical Pharmacology and Toxicology (DGPT).
Mainz (Germany)

March 23-25, 2010

Volk J., Leyhausen G., Beckedorf A., Weitz A., Fitz-Maier H.,
Ziemann C., Geurtsen W.

Genotoxic potential of TEGDMA in oral epithelial cells.
IADR General Session.

Barcelona (Spain)

July 14-17, 2010

Ziehr H.

Rapid bioprocess development for biosimilar antibodies.
BioJapan 2010.

Yokohama (Japan)

September 29-October 1, 2010

Ziehr H.

Fast process development for recombinant antibodies and biosimilar
APIs. 2010 Translational Research Excellence Conference (TRX10).
Brisbane (Australia)

October 11-13, 2010

Ziemann C., Bellmann B., Serwatzki K., Creutzenberg O., Ernst H.,
Kolling A., Beneke S., Rittinghausen S.

Quantification of local genotoxicity in rat lungs after 3 months of
particle exposure by immunohistochemical detection of 8-OH-dG,
gamma-H2AX, and Poly(ADP-Ribose).

In: Naunyn Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology 381, Supple-
ment 1, p. 65. 51t Spring Meeting of the German Society for
Experimental and Clinical Pharmacology and Toxicology (DGPT).
Mainz (Germany)

March 23-25, 2010
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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)

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. Jiirgen Borlak

International examiner and member of the Doctoral School Commit-
tee in Biomolecular Sciences at the Centre for Integrative Biology
(CIBIO) of the University of Trento, Italy

Reader, Department of Medicine and Therapeutics and Department
of Biomedical Sciences, University of Aberdeen, Scotland

Editorial board of “Mutation Research Reviews”, an international
journal for the entire spectrum of the science of mutation research
and its applications

Editorial board of the Toxicogenomics section of the “Journal of
Environmental Health Perspective”, NIEHS, NIH, USA

Associate editor of “Genes and Environment”, the official journal of
the Japanese Environmental Mutagen Society

Editorial board of “BMC Genome Medicine”, an international journal

for all areas of medicine studied from a genomic or post-genomic
perspective
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Editorial board of “Xenobiotica”, an international journal for general
xenobiochemistry and molecular toxicology

Editorial board of “Proteomics Insights”, an international journal for
all areas of proteomics

Editorial board of the “Journal of Integrative Bioinformatics”, an
international journal for data integration, method integration, and
applications of theoretical/computational tools

Editorial board of the “World Journal of Gastroenterology”, an
international journal in gastroenterology and hepatology

Editorial board of “Frontiers in Predictive Toxicity”, a specialty section
of “Frontiers in Pharmacology”, an international journal for the entire
research spectrum of pharmacology

Reviewer for various scientific journals (incl. The Lancet, Pharmaco-
genetics, Biochemical Pharmacology, Toxicology and Applied
Pharmacology)

Appointed expert by the World Health Organization for chemical and
drug safety

Council on Basic Cardiovascular Sciences of the American Stroke
Association

Drug discovery and development industry advisory board

Expert for the IMI (Innovative Medicines Initiative) Joint Undertaking
under the responsibility of the European Commission for the
evaluation of expressions of interest

Priv.-Doz. 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)

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

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 Diag-
nostic Criteria) organ working groups “Soft Tissue” and “Skeletal

System”

Reviewer for the international journal “Toxicologic Pathology”

Dr. llona Fleischhauer

Working groups “GLP: Uberwachung/Toxikologie”, “GLP: Analytik”,
and “GCP: Qualitatssicherung” of the German Society for Good
Research Practice (DGGF)

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 “Granular Biopersistent 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 Ill 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 IIl 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

Commission supporting the public authorities for the authorization
of animal experiments (Animal Protection Commission)

Working groups (invited member) 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
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Scientific advisory board of the German Federal Institute for Drugs
and Medical Devices (Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizin-
produkte, BfArM)

Advisory board of the Institute for Prevention and Occupational
Medicine (IPA) of the German Social Accident Insurance (DGUV)

Advisory board “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 Environ-
mental Health”

Co-editor of the manual “Gefédhrdungsabschatzung von Umwelt-
schadstoffen” (hazard assessment of environmental pollutants)

Chairman of the Fraunhofer Group for Life Sciences

Presidential Council of the Fraunhofer-Gesellschaft

Prof. Dr. Jens Hohlifeld

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”

Deputy spokesman of the Research Training Group GRK 1441
“Allergic Responses in Lung and Skin”

Dr. Heinz-Gerd Hoymann

IMI (Innovative Medicines Initiative), Unbiased Biomarkers for the Predic-
tion 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)
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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 “Europaische Che-
mikalienpolitik” of the state government of the Land Lower Saxony
(“Energie- und Ressourceneffizienz”, 6t 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)

Prof. Dr. Norbert Krug

Associate editor of the journal “Allergy” (European Academy for
Allergy and Clinical Immunology, EAACI)

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-universitdren 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 “Chemikalienbewer-
tung” of the division of environmental chemistry and exotoxicology
“Umweltchemie und Okotoxikologie” within the German Chemical
Society (GDCh)

Working committee on regulatory toxicology “Regulatorische Toxiko-
logie” of the German Society of Toxicology within the German Society
of Clinical and Experimental Pharmacology and Toxicology (DGPT)

Dr. Norbert Liithe

Working group on electronic data processing “EDV” of the German
Society for Good Research Practice (DGGF)

Fraunhofer network “Qualitdtsmanagement”

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”

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. Christina Ziemann

Working group “Genotoxicity” of the DIN Standardization Committee
119.01.03.07.03
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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
maoglichen kanzerogenen Potenzials von Carbon Nanotubes

BMBF-Programm “Ersatz und Erganzungsmethoden zum
Tierversuch”

Erweiterte Pravalidierungsstudie zur Priifung 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
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Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA)
Validierung eines DV-gestitzten Modells zur Abschadtzung der inhalativen
und dermalen Exposition bei Sprayprozessen. Forschungsvorhaben F2137
Bundesanstalt fiir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA)
Gentoxischer Wirkmechanismus von Fein- und Ultrafeinstduben in der
Lunge. Forschungsprojekt F 2135

Bundesministerium fiir 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).
Exzellenzcluster

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 Entziindung beim Asthma.
Projekt B9

Lungenfunktionsmessungen. Projekt Z2

Umweltbundesamt

Verfahren der gesundheitlichen Stoffbewertung des FB Il — ein
Methodenvergleich von nationalen und internationalen Bewertungs-
grundlagen. F+E-Vorhaben 363 01 274

Kanzerogenitat und Mutagenitat von Nanopartikeln — Bewertung

des bisherigen Wissens als eine Grundlage fir eine Regulation.
F+E-Vorhaben 3709 61 220

International
International
EU project: ACuteTox

Research project for alternative testing

EU project: BmC

Bispecific monoclonal antibody technology concept

EU project: Chemscreen

Chemical substance in vitro/in silico screening system to predict
human- and ecotoxicological effects

EU project: Emphysema versus Airway Disease (EvA)

Markers for emphysema versus airway disease in COPD

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: LipidomicNet

Lipid droplets as dynamic organelles of fat deposition and release:
Translational research towards human disease

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: Net2Drug

From gene regulatory networks to drug prediction

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
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KOOPERATIONEN MIT INSTITUTIONEN

UND HOCHSCHULEN
COOPERATION WITH
AND UNIVERSITIES

National
National

Berufsgenossenschaftliches Forschungsinstitut fir Arbeitsmedizin
(BGFA), Bochum

Bundesanstalt fir Arbeitsschutz und Arbeitsmedizin (BAuA),
Berlin und Dortmund

Bundesanstalt fir Gewasserkunde (BfG), Referat Biochemie/
Okotoxikologie (G3), Koblenz

Bundesinstitut fir Risikobewertung (BfR), Berlin

Charité — Universitatsmedizin Berlin

—Klinik fur Padiatrie m. S. Pneumologie und Immunologie

— Institut fir Arbeitsmedizin

— Institut fur Klinische Pharmakologie

Deutsches Primatenzentrum, Géttingen

Forschungszentrum Borstel

— Abteilung Klinische Medizin, Laborgruppe Molekulare und
Klinische Allergologie

— Abteilung Immunchemie und Biochemische Mikrobiologie,

Laborgruppe Lungenpharmakologie

Georg-August-Universitat Gottingen, Zentrum fir Pharmakologie
und Toxikologie, Abteilung Pharmakologie

Helmholtz-Zentrum Minchen

Helmholtz-Zentrum fiir Infektionsforschung, Braunschweig,
Abteilung Vakzinologie und angewandte Mikrobiologie

Helmholtz-Zentrum fur Umweltforschung GmbH — UFZ, Leipzig
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INSTITUTIONS

Institute of Pharmacology and Preclinical Drug Safety (IPAS),
Nycomed GmbH, Barsbuttel

Justus-Liebig-Universitat GieBen, Institut fir Anatomie und Zellbiologie
Krankenhaus GroBhansdorf, Zentrum fiir Pneumologie und Thoraxchirurgie
Medizinische Hochschule Hannover

- Abteilung Anatomie

— Abteilung Dermatologie

— Abteilung Immunologie

— Abteilung Klinische Pharmakologie

— Abteilung Padiatrische Pneumologie

— Abteilung Pneumologie

— Abteilung Zahnerhaltung und Paradontologie

— Exzellenzcluster REBIRTH

— Klinisches Studienzentrum KS-MHH

RWTH Aachen, Institut fir Pharmakologie und Toxikologie

Technische Universitat Braunschweig, Institut fur
Pharmazeutische Technologie

Technische Universitat Clausthal-Zellerfeld, Institut fur
Mechanische Verfahrenstechnik

Tierarztliche Hochschule Hannover, Institut fur Pathologie

TWINCORE, Zentrum fiir Experimentelle und Klinische
Infektionsforschung, Hannover

Universitat Freiburg, Abteilung Pneumologie
Universitat Konstanz, Molekulare Toxikologie
Universitat Leipzig, Institut fur Pharmazie

Universitat Mainz, Abteilung Pneumologie



Universitat Rostock, Medizinische Fakultat/Klinik und Poliklinik far
Innere Medizin, Abteilung fir Pneumologie

Universitat Ulm, Institut far Humangenetik

Zentrum fir Allergie- und Umweltmedizin (ZAUM), Minchen

International

International

BioME W.L.L., Manama (Bahrain)

Environmental Risk and Health Unit, Flemish Institute for
Technological 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 (Italy)

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 Quality of Life, Zeist (The Netherlands)

University of Amsterdam, Academic Medical Center, Amsterdam
(The Netherlands)

University of Kazan (Russia)

University of Milan, Department of Organic Chemistry, Milan (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, Siena (Italy)

University of Southampton (UK)

University of Trento (Italy)

University of Uppsala (Sweden)

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

Valérie Hox

Laboratory of Experimental Immunology, Leuven (Belgium)

Nour Karra

School of Pharmacy, Hebrew University, Jerusalem (Israel)
Mikhail Yuryev

Moscow Institute of Physics and Technology (State University),
Molecular and Biology Physics Department, Moscow (Russia)
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MESSEN, KONGRESSE UND SEMINARE
EXHIBITIONS, CONGRESSES, AND WORKSHOPS

Das Institut hat sich im Jahr 2010 auf folgenden Messen
und Kongressen prasentiert:
In 2010, the institute participated in the following events:

March 7-11, 2010

SOT 2010

Annual Meeting of the Society of Toxicology
Salt Lake City, UT (USA)

October 5-7, 2010
Biotechnica
Hannover (Germany)

Gemeinsam mit anderen Fraunhofer-Instituten aus dem Verbund Life
Sciences prasentierte sich das Fraunhofer ITEM auf der Biotechnica
2010 mit seinen Kompetenzen im Pharmabereich. Kunden konnten
unter anderem das PRIT®-System begutachten, ein neues Testsystem,
das ein Screening von inhalierbaren Medikamenten oder auch Luft-
schadstoffen in vitro ermdglicht.

Together with other Fraunhofer institutes of the Fraunhofer Group
for Life Sciences the Fraunhofer ITEM participated in the Biotechnica
2010, presenting its competences in the pharmaceutical area. Visitors
got a chance to inspect, among other things, the PRIT® ALI system,

a novel test system that enables in vitro screening of inhalable drugs
and also of airborne pollutants.

AuBerdem richtet das Fraunhofer ITEM jahrlich den Workshop
"Models of Asthma and COPD” aus:

In addition, the Fraunhofer ITEM organizes the workshop
“Models of Asthma and COPD” every year:

January 22-23, 2010
9t Workshop “Models of Asthma and COPD”
Fraunhofer ITEM, Hannover (Germany)

Rund 110 Wissenschaftler aus
der Industrie, aus Forschungsin-
stituten und Universitaten disku-
tierten in diesem Jahr am Fraun-
hofer ITEM die Fortschritte bei
der Entwicklung neuer Medika-
mente gegen Asthma und COPD.
Trotz weiter Verbreitung weil3
man nach wie vor eher wenig
Uber die genauen Mechanismen
von Krankheitsentstehung und -verlauf. Mit verschiedenen Tiermodel-
len und anderen Teststrategien erforschen die Wissenschaftler die Zu-
sammenhange. Doch nicht jedes Modell liefert verlassliche Aussagen:
So kann es vorkommen, dass ein im Tierversuch hochwirksames
Medikament beim Patienten versagt. Welche Modelle sind geeignet,
was gibt es an neuen Methoden zur Erforschung dieser haufigen
Lungenkrankheiten? Im Zentrum der Diskussionen standen neue
pradiktive praklinische Modelle, die eine schnelle und sichere Entwick-
lung ermoglichen und die Medikamente in kirzerer Zeit zum Patien-
ten bringen.

About 110 scientists from industry, universities, and research institutions
came together in January 2010 to discuss progress in the development
of novel medications for asthma und COPD. Despite their frequent
occurrence, still very little is known about the exact mechanisms in
the pathogenesis and course of these diseases. Using different animal
models and other testing strategies scientists have been trying to find
correlations. But not all models will provide reliable results. It may
happen, for example, that a drug found to be highly efficient in ani-
mal experiments will fail completely in patients. Which models are
suitable, and are there new methods available for investigating these
frequently occurring lung diseases? Presentations and discussions
during this conference focused on new predictive pre-clinical models
that will enable fast and safe development processes and allow for
new drugs to reach patients more quickly.



192 1 193

Impressum

Imprint

Koordination und redaktionelle Bearbeitung
Coordination and editorial work
Karola Neubert

Ubersetzung
Translation
Karin Schlemminger

Bildmaterial

Photographs and illustrations

Rainer Meier (BFF), MEV-Verlag GmbH, Ralf Mohr, Nico Herzog (Seiten/pages: 16,
100 oben/top), Nickl + Partner (Seiten/pages: 5, 89 oben/top)

Alle Ubrigen Bilder und Abbildungen: ©Fraunhofer ITEM, Fraunhofer-Gesellschaft.
All other photographs and illustrations: ©Fraunhofer ITEM, Fraunhofer-Gesellschaft.

Alle Rechte vorbehalten. Nachdruck nur mit Genehmigung des Fraunhofer ITEM.
All rights reserved. Reproduction only with permission from Fraunhofer ITEM.
©Fraunhofer-Institut fir Toxikologie und Experimentelle Medizin

Hannover 2011

KONTAKT
CONTACTS

Dr. Franz Drenk
Telefon +49 511 5350-402
franz.drenk@item.fraunhofer.de

Karola Neubert
Telefon +49 511 5350-225
karola.neubert@item.fraunhofer.de






Fraunhofer-Institut fur Toxikologie und

Experimentelle Medizin ITEM
Nikolai-Fuchs-StraB3e 1

30625 Hannover
Haupteingang: Stadtfelddamm
Telefon +49 511 5350-0

Fax +49 511 5350-155
info@item.fraunhofer.de
www.item.fraunhofer.de

Fraunhofer ITEM
Pharmazeutische Biotechnologie
InhoffenstraBe 7

38124 Braunschweig

Telefon +49 531 6181-6001

Fax +49 531 6181-6199
info@item.fraunhofer.de
www.item.fraunhofer.de



	JAHRESBERICHT 2010
	Vorwort
	Das Institut im Profil

	Themen

	GXP – Qualität auf höchstem Niveau

	Forschungs- und
Dienstleistungsangebot

	Kunden

	Zukunftsfelder

	Ausstattung

	Kuratorium

	Meldungen 2010

	Mitarbeiterentwicklung

	Betriebshaushalt

	Organigramm

	Geschäftsfeld 1
Pharmaforschung und -entwicklung, 
Medizinische Biotechnologie und 
Molekulare Medizin
	Ausblick
Präklinische Tests im 21. Jahrhundert

	Projektberichte

	Entwicklung einer präklinischen Teststrategie für innovative inhalative Biopharmazeutika

	Charakterisierung DNA-alkylierender Substanzen durch MALDI-TOF-Massenspektrometrie 


	Vorlaufforschung
	Nachweis lokaler Gentoxizität in der Lunge


	Projektübersicht


	Geschäftsfeld 2
Klinische Atemwegsforschung

	Projektberichte

	Exhalierte Partikel für die Diagnostik und Verlaufskontrolle von Lungenerkrankungen 

	Surfactant-Protein D als Biomarker


	Vorlaufforschung

	EU-Projekt EvA: Emphysem versus Atemwegserkrankung

	Smart Nose®: eine elektronische Nase analysiert die Ausatemluft

	Zelltherapie bei Asthma


	Projektübersicht


	Geschäftsfeld 3
Gewerbe-, Umwelttoxikologie  und Verbraucherschutz

	Projektberichte

	Nanomaterialien auf dem Prüfstand

	Ableitung von Grenzwerten bei Inhalation

	Lokale Gentoxizität in der Lunge


	Projektübersicht


	Geschäftsfeld 4
Prüfung und Registrierung von Chemikalien, Bioziden und Pflanzenschutzmitteln

	Projektberichte

	REACH: Registrierungen in der Praxis

	Zulassung von Biozidprodukten: neue Herausforderungen für die Antragsteller

	Projektübersicht


	Fraunhofer-Gesellschaft

	Fraunhofer-Verbund Life Sciences

	Namen, Daten, Ereignisse

	Publikationen 

	Promotionen 

	Diplomarbeiten

	Bachelorarbeiten 

	Vorsitz auf Kongressen 
und Tagungen 
	Geladene Vorträge auf Kongressen und Tagungen
	Beiträge zu Kongressen und Tagungen
	Mitarbeit in Gremien 
	Forschungsprojekte

	Kooperationen mit  nstitutionen und Hochschulen
	Gastwissenschaftler
	Messen, Kongresse und Seminare


	ANNUAL REPORT 2010
	Foreword
	Profile of the Institute

	Research Topics
	GXP – Top-Level Quality

	Range of Research and Services

	Sponsors

	Future Areas of Work

	Facilities and Equipment

	Advisory Board

	News in 2010 

	Staffing Level Development

	Institute Budget Performance

	Organizational Chart


	Business Unit 1
Drug Research and Development, Medical Biotechnology and Molecular Medicine
	Perspective
Pre-clinical testing in the 21st century

	Project Reports

	Developing a Pre-Clinical Testing Strategy for Innovative Inhalation Biopharmaceuticals

	Characterization of DNA-Alkylating Agents by MALDI-TOF Mass Spectrometry

	Preliminary Research

	Detection of Local Genotoxicity in the Lung

	Project Overview


	Business Unit 2
Clinical Airway Research 

	Project Reports

	Analysis of Exhaled Particles to Diagnose and Monitor the Course of Respiratory Diseases 
	Surfactant Protein D as a Biomarker


	Preliminary Research

	EU project EvA: Emphysema versus Airway Disease
	Smart Nose®: Exhaled Breath Analysis Using an Electronic Nose

	Cellular Therapy for Bronchial Asthma


	Project Overview 


	Business Unit 3
Occupational and Environmental Toxicology and Consumer Protection
	Project Reports

	Nanomaterials Being put to the Test

	Derivation of Threshold Values for Inhalation Exposure

	Local Genotoxicity in the Lung


	Project Overview 


	Business Unit 4
Testing and Registration of Chemicals, Biocides and Pesticides

	Project Reports

	REACH: Registration in practice
	Authorization of Biocidal Products: Applicants are Facing new Challenges

	Project Overview


	Fraunhofer-Gesellschaft

	Fraunhofer Group for Life Sciences

	Names, Dates, Events

	Publications

	Doctorates 

	Degree Dissertations 
	Bachelor’s Theses 
	Chairmanship at Congresses  and Conferences
	Invited Lectures at Congresses and Conferences
	Contributions to Congresses and Conferences
	Active Participation in Committees
	Research Projects
	Cooperation with Institutions and Universities
	Visiting scientists
	Exhibitions, Congresses, and Workshops





