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Projekt ImAi

Neuartiger In-vitro-Augenirritationstest soll Standard-
Tierversuch ersetzen

Gelangen Chemikalien ins Auge, kann dies im schlimmsten Fall zur Erblindung
fiihren. Bislang muss das Augenreizungspotenzial von chemischen Substanzen
mit Hilfe des weltweit eingesetzten Draize-Tests an lebenden Kaninchen unter-
sucht werden. Forschende des Translationszentrums fiir Regenerative Therapien
TLZ des Fraunhofer-Instituts fiir Silicatforschung ISC wollen nun gemeinsam mit
Partnern die Tierversuche ersetzen: Im Labor kultivierte Gewebemodelle der
menschlichen Augenhornhaut sollen den Draize-Test vollstandig ersetzen und
als kiinftiges Standardverfahren etabliert werden.

Das menschliche Auge ist ein empfindliches Organ, aufgrund seiner Anatomie und
Lage ist es Gefahren von auBen besonders ausgesetzt. Durch den Kontakt mit chemi-
schen Substanzen, wie sie in vielen Haushaltsprodukten vorkommen, kann es gescha-
digt werden. Ein Tropfen Saure geniigt, um die Hornhaut zu schadigen und eine blei-
bende Narbe zu hinterlassen. Wenige Tropfen basischer Losungen kénnen sogar die
gesamte Hornhaut fir immer eintriben. Daher untersuchen Experten die potenzielle
Gefahr von Augenreizungen durch Chemikalien seit 1944 mit dem Draize-Test. Dabei
werden die Substanzen Kaninchen in die Augen getraufelt. Nach Tagen werden dann
die chemischen Substanzen klassifiziert: in die GHS-Kategorie 1 (Globally Harmonized
System of Classification and Labelling of Chemicals) fur irreversible Schadigung, GHS-
Kategorie 2 fir reversible Schadigung oder in nicht kennzeichnungspflichtige, weil
nicht schadigende Chemikalien.

Wissenschaftler weltweit arbeiten unter Hochdruck an einer Alternative zu dem belas-
tenden toxikologischen Tierversuch. Bisher konnte jedoch ohne Tierversuch keine zu-
verlassige Unterscheidung zwischen irreversiblen und reversiblen Schadigungen getrof-
fen werden, sodass ein kompletter Ersatz des Draize-Tests nicht mdglich war. For-
schende am Fraunhofer-Translationszentrum fir Regenerative Therapien TLZ des Fraun-
hofer ISC in Wirzburg entwickeln derzeit gemeinsam mit Partnern aus Industrie und
Forschung im Projekt ImAi (siehe Kasten) ein impedanzbasiertes In-Vitro-Testsystem,
das diese Unterscheidung ermdglicht. Zugleich soll es bei der Organisation flr wirt-
schaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung OECD eingereicht und als neue Prifricht-
linie etabliert werden.
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Impedanzbasierter Augenschadigungstest

Das neue Testverfahren kombiniert ein modifiziertes Cornea-Modell, das auf humanen
Gewebemodellen basiert, mit nicht-invasiver Impedanzspektroskopie. »Wir zlichten zu-
nachst im Labor menschliches Gewebe, das den vorderen Teil der Hornhaut, der Cor-
nea, nachbildet. Die Gewebezellen werden von einer Zellmembran umhillt, die auf-
grund ihrer chemischen Zusammensetzung wie ein elektrischer Isolator wirkt. Bilden die
Zellen eine oder mehrere geschlossene Schichten, dann entsteht ein messbarer Wider-
stand. Die Barriereeigenschaften von Epithelien, der auBersten Schicht der Hornhaut,
koénnen Uber den elektrischen Widerstand ermittelt werden«, erlautert Dr. Christian
Lotz, Wissenschaftler am Fraunhofer TLZ, das Prinzip. Verursacht nun eine Testsubstanz
eine Schadigung am Auge, wird die Barriere zerstort, Zellen sterben ab, Locher entste-
hen und der Widerstand sinkt. Der Strom kann wieder frei flieBen. Je mehr Zellschich-
ten absterben, umso weiter sinkt der Widerstand. Auf diese Weise lasst sich indirekt,
ohne das Gewebemodell zu zerstéren, also nicht-invasiv, der Zustand des Gewebes mit
dem Impedanzspektrometer messen. Ist das Zellgewebe nicht geschadigt, fallt der Wi-
derstand hoch aus. Sind die Zellen hingegen zerstort, bricht die elektrische Barriere ein.

Unterscheidung zwischen reversibler und irreversibler Schadigung méglich

»Im Gegensatz zu anderen Methoden ist unser impedanzbasierter Augenschadigungs-
test nicht destruktiv, wir kdnnen dasselbe Modell immer wieder messen, und analysie-
ren, ob sich das Gewebe im Lauf von sieben oder auch mehr Tagen erholt oder nicht,
sagt der Biomediziner. Bei einer toxischen Substanz der Kategorie 1 ist das nicht der
Fall, bei einer Chemikalie der Kategorie 2 regeneriert sich das Zellgeflige hingegen in-
nerhalb von sieben Tagen wieder, sodass sich eindeutig klassifizieren lasst, ob eine irre-
versible oder eine reversible Schadigung vorliegt. »Unterschiedliche Chemikalien kén-
nen innerhalb eines Testlaufs auf das In-vitro-Gewebemodell aufgebracht werden, und
wir kénnen sogar die Regeneration messen. Dies ist ein Novum und bis dato nicht reali-
sierbar. Ob sich das Zellgeflige nach sieben Tagen erholt, konnte bislang nicht festge-
stellt werden. Dank der Impedanzspektroskopie gelingt dies mit unseren Tests sehr
gut.«

Das mobile Impedanzspektrometer zum Analysieren der In-vitro-Gewebemodelle ist ein
Viertel so grof3 wie ein dickes Buch. Es umfasst neben einer Elektrodenplatte zum Mes-
sen des elektrischen Widerstands eine Zellkulturplatte mit Gewebekammern fir 24
Cornea-Modelle sowie die Elektronik. Zur Auswertung wird das Gerat an einen Laptop
angeschlossen. Aufgrund seiner geringen GroBe kann man es problemlos zur Zellkul-
turbank mitnehmen.

Multilaborstudie legt Grundlage fiir neue Priifrichtlinie im Rahmen der OECD
FUr die Tests wurde zunachst ein Trainingsset bestehend aus 70 Substanzen — darunter

Sauren, Basen und andere Chemikalien — aus den unterschiedlichen GHS-Kategorien
herangezogen. Derzeit wird im Rahmen einer Multi-Laborstudie unter Beteiligung des
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Bundesinstituts fir Risikobewertung und der Goethe-Universitat die Reproduzierbarkeit
des Tests nachgewiesen. Hierflr verwenden die Labore ein optimiertes, verblindetes
Validierungsset, das 30 Testsubstanzen umfasst. »Mit der Multilaborstudie wollen wir
nachweisen, dass nicht nur das Fraunhofer ISC die neuartige, nicht-invasive Messme-
thodik anwenden kann, sondern auch andere Forschungseinrichtungen, erklart Lotz.
Anhand der Ergebnisse wird entschieden, ob im Rahmen der OECD eine neue weltweit
anerkannte Prifrichtlinie entwickelt wird, die den regulatorischen Bedirfnissen ent-
spricht und die Vorhersagen Uber die Wirkung von Chemikalien auf die menschliche
Gesundheit und die Umwelt ohne den Einsatz von Tierversuchen ermdglicht. »Wir sind
zuversichtlich, dass in etwa zwei bis drei Jahren eine neue international anerkannte
Prifrichtlinie als tierversuchsfreie Alternative zur Verfligung steht.«
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Projekt ImAi

Validierung eines impedanzbasierten Augenschadigungtests zur Erkennung aller
GHS-Kategorien

Laufzeit:
November 2020 bis Marz 2023
Projekt wird verlangert

Projektpartner:

Bundesinstitut fir Risikobewertung — Regulatorische Risikobewertung

Clariant Produkte GmbH — Studiendesign

Courage + Khazaka electronic GmbH — Gerateentwicklung

Fraunhofer-Institut fir Silicatforschung ISC — Koordinator, Test- und Gerateent-
wicklung

Goethe-Universitat, Institut fUr Pharmazeutische Technologie — Regulatorische
Risikobewertung, Multilaborstudie

Fordergeldgeber:
Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF)
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mobile
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Abb. 2 Zellkulturplatte mit
Gewebekammern fiir 24

Die Fraunhofer-Gesellschaft mit Sitz in Deutschland ist die weltweit filhrende Organisation fir anwendungsorientierte Forschung. Mit ihrer
Fokussierung auf zukunftsrelevante Schlisseltechnologien sowie auf die Verwertung der Ergebnisse in Wirtschaft und Industrie spielt sie eine
zentrale Rolle im Innovationsprozess. Als Wegweiser und Impulsgeber fir innovative Entwicklungen und wissenschaftliche Exzellenz wirkt sie mit
an der Gestaltung unserer Gesellschaft und unserer Zukunft. Die 1949 gegriindete Organisation betreibt in Deutschland derzeit 76 Institute und
Forschungseinrichtungen. Mehr als 30 000 Mitarbeitende, Gberwiegend mit natur- oder ingenieurwissenschaftlicher Ausbildung, erarbeiten das
jahrliche Forschungsvolumen von 2,9 Milliarden Euro. Davon fallen 2,5 Milliarden Euro auf den Bereich Vertragsforschung.



