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Replacement des Jahres 2019:
Entwicklungsneurotoxizitatstests (DNT)
ohne Tierleid

Zusammenfassung

Mit dieser Broschire prasentieren wir unsere Ausgabe unserer Reihe ,Replacement des Jah-
res”. Sie handelt von den gegenwartigen Entwicklungen tierversuchsfreier Verfahren in der
Entwicklungsneurotoxikologie — kurz DNT. Jingste Studien haben gezeigt, dass es eine Zu-
nahme von Erkrankungen wie Autismus, Lernbehinderungen, Aufmerksamkeitsdefizits-
und Hyperaktivitatsstérungen gibt. Neben einer erblichen Veranlagung, Umweltstressoren
und Faktoren im Zusammenhang mit dem sozio6konomischen Status kann auch eine Expo-
sition gegenuber schadlichen Chemikalien wie Pestiziden zu solchen Stérungen beitragen.
Dabei besonders empfindsam gegentber Chemikalien ist das sich entwickelnde Gehirn im
Mutterleib. Wird der Embryo beziehungsweise der Fétus oder das Kind in den entscheiden-
den Entwicklungsphasen einer schadlichen Substanz ausgesetzt, kann es leicht zu Stérungen
kommen.

Die Leitlinien der Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD)
schreiben bislang Tierversuche mit Nagetieren vor, um Stoffe auf Entwicklungsneurotoxizitat
(DNT) zu testen. Die Tests sind jedoch noch nicht routinemaBig vorgeschrieben, eine verpflicht-
ende Anwendung wird jedoch seit langerem diskutiert. Die Tiertests stehen jedoch seit langem
wegen begrenzter Ubertragbarkeit, langer Laufzeit und hohen Kosten in der Kritik. In der

EU und in den USA hat die Industrie mehrfach einen groBen Bedarf an alternativen Metho-

den geauBert. Regulationsbehérden wie European Food Safety Authority (EFSA) arbeiten mit
Wissenschaftlern und Wissenschaftlerinnen bereits an einer kosteneffizienten Teststrategie auf
Basis einer zuverlassigen in-vitro-Testbatterie, um DNT-Gefahren ermitteln und MaBnahmen zur
Verringerung der Exposition gegentber diesen Chemikalien einleiten zu kénnen. Dabei sollen
die komplexen Prozesse der Gehirnentwicklung in einzelne raumlich und zeitlich getrennte Ent-
wicklungsschritte zerlegt und fur jeden Schritt einzelne Tests entwickelt werden. 17 in-vitro-Me-
thoden sind dazu derzeit bei der europaischen Validierungsbehérde EURL ECVAM im Validie-
rungsprozess®?. Der wissenschaftliche Entwicklungsstand der Testbatterie selbst wird jedoch von
den Forschern derzeit noch als unreif angesehen. Unter anderen sieht deshalb die Teststrategie
als letzten Baustein noch die Verwendung von Fischen vor.

Im Interesse der Versuchstiere missen die neuen Methoden so schnell wie méglich zur An-
wendung kommen. Der Bundesverband Menschen fir Tierrechte setzt sich auf wissenschaft-
licher, politischer und gesellschaftlicher Ebene fur die Abschaffung des Tierversuchs ein. Das
Replacement des Jahres ist eines der Mittel, mit dem der Verband die Offentlichkeit aufklart.



Einflihrung

Das diesjahrige ,,Replacement des Jahres” beleuchtet den Stand der Dinge bei der Entwick-
lung und Anerkennung eines Uberwiegend tierversuchsfreien Verfahrens. Es besteht aus
einer abgestuften Teststrategie. Es soll als Ersatz fur Nagetiertests zur Feststellung von ent-
wicklungsneurotoxischen Wirkungen von Substanzen verwendet werden.

Tierversuche erfolgen oft mit der Begriindung, dass das Leistungsspektrum der neuentwickel-
ten, tierversuchsfreien Verfahren noch eingeschrankt sei und sie erst zusammen mit Tierver-
suchen zuverlassige und ausreichende Informationen bieten. Forscher wollen diesen Umstand
mit immer leistungsfahigeren tierleidfreien Methoden begegnen oder eine Kombination
mehrerer Methoden entwerfen, um notwendige Informationen ohne Tier gewinnen zu kén-
nen. Mit dem ,,Replacement des Jahres” wollen wir ein spezifisches Problem aufzeigen: Um
Tierversuche zu reduzieren und zu beenden, muss das Leistungsspektrum der tierversuchsfrei-
en Methode(n) kontinuierlich und so schnell wie méglich weiterentwickelt werden, danach
mussen die Methoden jedoch auch verpflichtend angewendet werden. Die Entwicklung darf
nicht bei einer veréffentlichten Publikation aus einer Validierungsstudie stehen bleiben, das
Engagement muss weitergehen.

Konkret wird fir den Abbau der Tierversuche ein perfektes System zur Aktualisierung der
Prufvorschriften und des Leistungsspektrums der tierversuchsfreien Methoden gebraucht.
Nur so kann verhindert werden, dass weiter Tierversuche und veraltete tierversuchsfreie
Verfahren genutzt werden, obwohl es gegebenenfalls bereits bessere gibt. Mit dem ,,Repla-
cement des Jahres” zeigen wir herausragende und férderungswuirdige Entwicklungen fir den
Bereich Ersatzverfahren zum Tierversuch auf.

Warum Entwicklungsneurotoxizitat (DNT)?

Wahrend der Schwangerschaft kann es zu einer Stérung der Nervenzellentwicklung des Fétus
kommen, was zu veranderten Nervenzellverbindungen fihren kann. Umweltgifte kdnnen die
Teilung, Differenzierung oder Migration von Nervenzellen hemmen."

Jangste Studien haben gezeigt, dass es eine Zunahme von daraus resultierenden Erkrankun-
gen wie Autismus, Lernbehinderungen, Aufmerksamkeitsdefizits- und Hyperaktivitatsstorun-

Foto Schwangere mit Embryo: istock/janulla; Fésser: Adobe Stock/tiero; Pestizidsprihende Menschen in Schutzkleidung: Adobe Stock/xb100;
Spruh-Traktor: Adobe Stock/Dusan Kostic; Auspuff, Fabrik, Tabletten: Pixabay



gen gibt. Zwar sind diese Stérungen auf eine Kombina-

tion aus mehreren Ursachen zurlckzufihren, darunter

erbliche Veranlagung, Umweltstressoren und Faktoren

im Zusammenhang mit dem soziodkonomischen Status.

Sowohl Labor- als auch Humanstudien haben jedoch ge-

zeigt, dass die Exposition gegenuber schadlichen Chemi-

kalien signifikant zu den Auswirkungen beitragen kann.?

Es werden sowohl Umweltchemikalien als auch Arznei-

mittel diskutiert. Nach Schatzungen sollen allein ca. 4%

der verschreibungspflichtigen Medikamente wegen

beobachteter unerwinschter neurologischer Wirkungen

vom Markt genommen worden sein.® Kinder sind be-

sonders anfallig fir DNT-bedingte Gesundheitsschaden,

denn das sich entwickelnde Gehirn ist sehr anfallig fur

die negativen Auswirkungen von Chemikalien. Derzeit

werden hierzu Tierversuche an der Ratte durchgefihrt,

sie sind der Goldstandard der DNT-Tests. Die Studien auf

der Basis dieser Testrichtlinien sind jedoch bezlglich Verwendung von Tieren, Zeit und Kosten
unzureichend und machen eine Extrapolation der Ergebnisse von einer Nagetierart auf den
Menschen notwendig. Daher sind alternative Methoden erforderlich.®

Gesetzliche Vorschriften fiir die DNT-Testung sollten EU-
weit routinemaBig verpflichtend werden, sie sind es aber
noch nicht

Die drei wichtigsten Leitlinien der Organisation fur wirtschaftliche Zusammenarbeit und
Entwicklung (OECD), die eine Lebensphasen-abhdngige Neurotoxizitat betrachten, sind die
OECD-Testrichtlinie 424 (Neurotoxizitat) mit Studien an Nagetieren, die Testrichtlinie 426
(Entwicklungsneurotoxizitatsstudie) mit Nagetieren sowie die Testrichtlinie 443 (Erweiter-

te Ein-Generationen-Reproduktions-toxizitatsstudie). Zusatzlich gibt es einen begleitenden
Leitfaden fur die Neurotoxizitatsprifung, der sich mit dem Studiendesign und der Auswahl
zusatzlicher oder alternativer In-vivo- oder In-vitro-Prifverfahren befasst. Ziel der Studien ist
es, Chemikalien zu identifizieren, die das Nervensystem dauerhaft oder reversibel beeintrach-
tigen kénnen, chemisch induzierte Veranderungen im Nervensystem zu charakterisieren und
die Dosierungen (Ausgangspunkte) fur regulatorische Anwendungen zu bestimmen.®

Weder in der EU noch in den USA sind jedoch derzeit routinemaBig DNT-Tests vorgeschrieben,
es sei denn, in vorhergehenden Studien wurden Hinweise auf Neurotoxizitat oder endokrine
Effekte bei Substanzen in adulten Nagetieren gefunden. Jedoch schreiben die USA Neurotoxi-
zitatsstudien zur Beurteilung von Pestiziden vor.®

Pestizide werden als mégliche Ausléser fiir
neurotoxische Einfliisse diskutiert.



Angewandte Forschung

Anzahl der Tiere, welche 2017 in Deutschland in Tierversuchen

verwendet wurden
Laut Statistik des BMEL, Quelle: https://www.bmel.de/DE/Tier/Tierschutz/_texte/TierschutzTierforschung.

Welche Tierversuche werden durchgefiihrt und welche
Spezies dabei eingesetzt?

In-vivo-Studien auf Entwicklungsneurotoxizitat bedeuten die Verwendung einer hohen An-
zahl von Tieren, sie sind kosten- und zeitintensiv.® ” Bevorzugte Tierart ist die Ratte. Andere
Tierarten kénnen in begrindeten Fallen eingesetzt werden. Derartige Tests werden durchge-
flhrt, wenn in vorherigen routinemaBigen Untersuchungen Stérungen bei der Cholinesterase
(Leberschaden) oder Verdnderungen bei den Schilddrisenhormonen oder im Ostrogenhaus-
halt gefunden wurden. Wissenschaftler wie Prof. Marcel Leist, der selbst an DNT forscht,
kritisieren jedoch, dass die meisten entwicklungsneurotoxischen Phanomene, wie z.B. Sprach-
storungen, eine Beeintrachtigung der Aufmerksamkeitsdauer oder der IQ am Tier gar nicht

gemessen werden kénnen.®
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Anzahl der Tiere nach Spezies, welche 2017 in Deutschland fiir
Sicherheits- und Giftigkeitspriifungen verwendet wurden

Laut Statistik des BMEL, Quelle: https://www.bmel.de/DE/Tier/Tierschutz/_texte/TierschutzTierforschung.
html?docld=11850874

html?docld=1185087

Die wesentliche Studie ist die OECD Testrichtlinie 426

Jede Test- und Kontrollgruppe sollte eine ,,ausreichende” Anzahl von schwangeren Weibchen
enthalten, die der Prifsubstanz ausgesetzt werden, um sicherzustellen, dass eine ,,ausrei-
chende” Anzahl von Nachkommen fur die Bewertung der Neurotoxizitat produziert wird. Ins-
gesamt werden 20 Wrfe pro Dosisstufe empfohlen. Das Testmittel wird den Muttertieren in
drei Dosen zzgl. Kontrolle mindestens taglich ab dem Zeitpunkt der Einnistung des befruch-
teten Eis bis zum 21.Tag der postnatalen Entwicklung (wahrend der Sdugung) verabreicht.
Vergaberoute ist nach Moglichkeit die, der auch schwangere Frauen ausgesetzt sein kénnten.
Dadurch sind die Welpen wahrend der pra- und postnatalen neurologischen Entwicklung der
Prufsubstanz ausgesetzt.® Es werden mehr als 20 Weibchen behandelt, um wenigstens 20
trachtige Tiere zu erhalten. Die Muttertiere werden auf Auswirkungen der Prifsubstanz auf

Schwangerschaft und Stillzeit untersucht.

Auf diese Weise werden wenigstens 80 Muttertiere, mit je geschatzten Nachkommen bis zu 12,
also mit bis zu 960 Welpen benétigt (ca. 1040 Ratten). Um die GroBe der Wirfe statistisch zu
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vereinheitlichen, werden Uberzahlige Welpen nach dem Zufallsprinzip zunachst ,eliminiert”®,
also getotet. Ein Wurf sollte dann noch je die gleiche Anzahl an mannlichen und weiblichen
Welpen haben. Zur Beurteilung der Entwicklungsneurotoxizitat werden von den Welpen nach
dem Zufallsprinzip Tiere ausgewahlt und in einer Batterie verschiedener Tests untersucht.

Klinischen Beobachtungen und der Untersuchung des Kérpergewichts werden alle Tiere
unterzogen. Je ein Welpe pro Geschlecht und Wurf wird far
detaillierte klinische Betrachtungen, Wiegen des
Gehirngewichts (nach Hirngewebefixierung)

im Stadium der postnatalen Entwicklung

am 11. bis 22. Tag, Gehirngewichtsmes-

sung (unfixiert) am 70. Tag der postna-

talen Entwicklung (sexuelle Reifung),

neuropathologische Untersuchungen

am 11. bis 22. Tag und fur neuropatho-

logische Untersuchungen am 70. Tag der

postnatalen Entwicklung verwendet.

Foto: Adobe Stock/Eric Isselée

Optional erfolgen Untersuchungen zur verhaltensbezogenen Ontogenie, motorischen Aktivi-
tat, motorischen und sensorischen Funktion, zu Lernen und Gedéachtnis. Am Ende werden alle
getotet, die Muttertiere schon nach dem Absetzen der Welpen.

Die Entwicklung des Gehirns

Die Entwicklung des menschlichen Gehirns ist ein duBerst komplexer und sensibler Vorgang.
Wird der Embryo beziehungsweise der Fétus oder das Kind in den entscheidenden Phasen
einer schadlichen Substanz ausgesetzt, kann es leicht zu Stérungen kommen. Die Entwick-
lung des Gehirns beginnt ca. ab der dritten Woche nach der Empfangnis. Die sogenannte
Keimscheibe gliedert sich zunachst in zwei embryonale Keimblatter: Ektoderm und Ento-
derm. Das dritte Keimblatt, das Mesoderm, entsteht um den 15. Tag durch Einwanderung
von Ektodermzellen in die Mitte der Keimscheibe und der dadurch gebildeten Primitivrinne.
Von der Primitivrinne ausgehend wird auch die Anlage des Nervensystems, das sogenannte
Neuralrohr angelegt (zusammengefasst in (10)). Das hintere Ende des Neuralrohrs wird spater
zum Ruckenmark. Am vorderen Ende |8sen sich Zellgruppen ab und bilden die Neuralleisten



des Kopfes. Das rohrahnliche System verandert sich nun durch eine Welle migrierender Neu-
roblasten, die Nerven-Vorlauferzellen. Das Neuralrohr krimmt sich am Kopf-Ansatz und blaht
sich zunachst in drei, dann in funf Hirnblaschen auf: in das Telencephalon (Endhirn, spater
GroB3hirn), Diencephalon (Zwischenhirn), Mesencephalon (Mittelhirn), Metencephalon (Hinter-
hirn, spater Pons, Kleinhirn) und Myelenencephalon (Nachhirn, spater Markhirn) (siehe Abb. 1).

Funf sekundare
Hirnblaschen / Vesikel

Drei priméare

Hirnblaschen / Vesikel GroBhirn
Augenbecher
Telencephalon Thalamus,
Prosencephalon (Vor- . Hypothalamus,
derhirn) Diencephalon Epithalamus
Mesencephalon (Mit- Mesencephalon Mittelhirn
telhirn)
Pons
Metencephalon Kleinhirn
Rhombencephalon
(Rautenhirn) Myelencephalon Markhirn
Seitenansicht  Drei- bis vier-Wochen 5-Wochen Seitenansicht

alter Embryo alter Embryo

(a) (b)

Abb. 1: Primére und sekundére Vesikel-Stadien der Entwicklung: Hirnbldschen im 3-Wochen (a) und 5-Wochen (b) alten menschlichen Embryo
sowie die sich daraus entwickelnden Gehirnabschnitte.

Quelle: ,,Primary and Secondary Vesicle Stages of Development” von Philschatz auf der Website der Lecturio GmbH: https://www.lecturio.de/
magazin/diencephalon/ Lizenz: Attribution 4.0 International (CC BY 4.0)

90 Milliarden Neuronen

Jeder dieser Bereiche besitzt Zonen, in denen Neuronen und Gliazellen erzeugt werden. Die
Zellen wandern anschlieBend zu ihren endgultigen Positionen. Die Kortikalplatte, Vorlaufer
der Hirnrinde (Kortex), wachst von etwa einer Milliarde Zellen in der 13. Schwangerschafts-
woche auf ungefahr sechs Milliarden in der 20. Woche an. Sobald sich die Neuronen posi-
tioniert haben, sprieBen ihre Axone, die Fortsatze der Nervenzellen, die elektrische Nerve-
nimpulse vom Zellkérper weg leiten. Die Axone navigieren durch das Gehirn, wobei sie sich
verzweigen und Synapsen bilden. Neuronen und Synapsen werden in vielen Regionen Uber-
maBig produziert, spater werden die nicht bendtigten abgebaut. Der Kortex ist im reifen
Zustand in sechs horizontalen Schichten von insgesamt 2-4 mm Dicke organisiert und besteht
aus ca. 20-25 Milliarden Neuronen und ca. 30-40 Milliarden Gliazellen, den multifunktionalen
StUtzzellen des Nervensystems.

Hirnentwicklung bis zum 20. Lebensjahr

Mit der Geburt ist die Entwicklung des Gehirns nicht abgeschlossen. Zu diesem Zeitpunkt ist
zwar die groBe Mehrheit der Neuronen vorhanden, die Gewichts- und GréBenzunahme des
Gehirns halt aber bis um das 20. Lebensjahr an und beruht unter anderem auf der enormen
Zunahme der Nervenzellverbindungen.™ Wissenschaftler gehen heute von etwa 86 Milliar-
den Neuronen im ausgewachsenen Gehirn aus.'” Die komplexen Vorgange von Teilung, Dif-
ferenzierung, Migration und Verbindung von Neuronen sind sehr anfallig gegentber duBBeren
EinflGssen.



GrofB3e Unterschiede des Gehirns zwischen Mensch und Tier

Gehirne von Nagetieren und Menschen unter-
scheiden sich deutlich in GréBe und Organisa-
tion (siehe Abb. 2, Seite 10), und insbesondere
in der strukturellen und funktionellen An-
ordnung des Kortex (GroBhirnrinde). Als ein
Grund fur die menschliche Intelligenz wird die
erhoéhte kortikale Gré6Be und komplexe Struk-
turierung durch Furchen und Windungen an-
genommen (bewertet in (15, 16)). Nagetieren
fehlt diese Strukturierung (bewertet in (17)).
AuBerdem unterscheidet sich die Zellarchi-
tektur. So fehlt zum Beispiel eine Hirnschicht, i

die granulare Schicht IV, die bei Primaten

hingegen gut ausgebildet ist."® Auch wenn i B
sonst die Anordnung der Hauptzelltypen auf

der mikroskopischen Ebene ahnlich ist, ist bei mo >
Menschen die funktionale Vielfalt gréBer. E
07 Karzlich wurde festgestellt, dass mensch- Z
liche Neuronen, im Vergleich zu denen der / e, l.&

Ratte, elektrische Signale auf andere Weise

Ubertragen, was vermutlich die Leistung einzelner Neuronen und insgesamt die kognitiven
Funktionen erhéht. Als entscheidend werden spezielle lonenkandle angenommen, die in den
menschlichen Neuronen vermehrt vorkommen.® 29

Differenzen bei der Hirnreifung

Auch Speziesunterschiede bei der Hirnreifung machen einen Vergleich schwierig. Bei der
Neurogenese, der Bildung von Nervenzellen, stimmen bei Ratten die Tage 18 und 21 nach
Befruchtung mit den Wochen 8 bis 9 beziehungsweise 15 bis 16 bei Menschen tberein. Das
Timing unterscheidet sich jedoch erheblich zwischen den Hirnregionen.?” AuBerdem weist
die SignalUbertragung bei der neurologischen Entwicklung im Menschen einzigartige Merk-
male auf. DarlUber hinaus gibt es viele Beispiele fir artspezifische Unterschiede in der moleku-
laren Ausstattung von Zellen, die die Wirkung von Substanzen bestimmen kénnen.??

Zellen reagieren teilweise anders

So wurden bedeutende Artunterschiede bei der Entwicklungsneurotoxizitat zwischen Nage-
tier und Mensch mit in-vitro-Testsystemen gefunden. Das Forscherteam von Prof. Ellen Fritsche
vom Leibniz-Institut fir umweltmedizinische Forschung in DUsseldorf untersuchte mit soge-
nannten Neurospharen von Mensch und Maus den Einfluss von pharmakologisch wirksamen
Stoffen, darunter Umweltchemikalien, auf die Frihentwicklung des Gehirns. Die Vorlauferzel-
len zeigten zum Beispiel unterschiedliche Reaktionen auf das Schilddriisenhormon T3, welches
wichtig fur die Differenzierung und Ausreifung von Neuronen ist. Bei Mauszellen férdert es
die Differenzierung von Gliazellen, nicht jedoch bei den menschlichen Zellen. Als Gliazellen
werden alle Zellen des Nervensystems bezeichnet, die Nervenzellen unterstltzen, selbst aber
keine Nervenzellen sind. Pentabromdiphenylether (BDE-99), ein Flammschutzmittel, reduzierte
die Bildung von humanen und murinen Gliazellen konzentrationsabhangig.®®



Menschliche Zellen 7x empfindlicher

Das Flammschutzmittel Pentabromdiphenylether (BDE-99) reduzierte beispielsweise je nach
Konzentration die Bildung von Gliazellen bei Mensch und Maus, wobei die menschlichen Zel-
len siebenmal empfindlicher waren. Ascorbinsaure wirkte diesem Verlust nur in menschlichen,
nicht aber in den Mauszellen entgegen, was auf unterschiedliche Wirkmechanismen von
BDE-99 in den Spezies hinweist.?® Diese Beispiele verdeutlichen die eingeschrankte Vorhersa-
gekraft von Nagetierversuchen fir die DNT bei Menschen.

Anatomie des Gehirns von Mensch und Nagetier

Das menschliche Gehirn Das Nagetiergehirn

Hippocampus Thalamus

GroBhirnrinde / Kortex Pallidum
GroBhirnrinde / Kortex

Striatum zentrales Hohlengrau
Riechkolben — ’7

Kleinhirn

Thalamus

Hypothalamus

Raphe-Kerne
( Kleinhirn Locus caeruleus
Riechkolben :
Amygdala Amygdala‘ Substantia nigra
Hippocampus Hippocampus Ventrales tegmentales Areal

Manche Regionen wie die Substantia nigra sind nicht gezeigt,
da sie durch andere Strukturen verdeckt sind.

Abb. 2: Anatomie des Gehirns von Mensch und Nagetier. Reproduziert mit Erlaubnis von ,,The Company of Biologists Ltd.”
aus: Ellenbroek, B., & Youn, J. (2016). Rodent models in neuroscience research: is it a rat race? Disease models & mechanisms, 9(10): 1079-1087.

Am Horizont: In-vitro-, in-silico-Verfahren,
abgestufte Teststrategie

Ein Forscherteam unter der Leitung von Prof. Ellen Fritsche vom Leibniz-Institut fir umwelt-
medizinische Forschung (IUF) In DUsseldorf untersuchte mit Hilfe sogenannter Neurospharen
aus neuralen Stammzellen und induzierten pluripotenten Stammzellen des Menschen (hiP-
SCs), der Maus und der Ratte den Einfluss von Umweltchemikalien auf die Frihentwicklung
des Gehirns. Vergleichbar den embryonalen Stammzellen kénnen sich neurale Stammzellen
selbst erneuern und sind unbeschrénkt lebensfahig. Sie unterscheiden sich jedoch von den
embryonalen Stammzellen hinsichtlich ihres Differenzierungspotenzials, da sie sich lediglich in
die drei dominanten Zelltypen des Gehirns entwickeln kénnen, in Astrozyten, Oligodendro-
zyten und Neuronen. Neurale Stammzellen kénnen in Form von Einzelzellsuspensionen und
auch in dreidimensionalen Zellaggregaten, sogenannten Neurospharen, kultiviert werden.??
In vitro gezlchtet bilden sie eine Kugelform (Neurospharen). Sie simulieren den Prozess der
Gehirnentwicklung.@®)

Es gibt Firmen, die menschliche neurale Vorlauferzellen zliichten. Sie kénnen daher kauflich
erworben werden und zu Testzwecken, kénnen sie kauflich erworben werden und zu Test-
zwecken, z.B. zur Untersuchung von Substanzen auf entwicklungsneurotoxische Einflusse,
genutzt werden. In der Arbeitsgruppe von Prof. Fritsche wurde solch ein dreidimensionales



Zellsystem aus humanen neuronalen Vorlaufer-
zellen entwickelt. Mit diesem Verfahren lassen
sich Pestizide oder andere Chemikalien auf ihre
Beeintrachtigung von Nervenzellen testen. Un-
tersucht wurden Zellproliferation (Zellteilung),
Zelldifferenzierung, Zellmigration und Apop-
tose — alles Vorgange, die sich im entwickeln-
den Gehirn abspielen.@®

Normale humane neurale Progenitorzellen differenzieren zu
Neurozyten, Astrozyten und Oligodendrozyten. Zu sehen sind
Neurozyten (mit dem Marker B(Ill)Tubulin griin gefarbt) und
Astrozyten (mit dem Marker GFAP rot gefarbt).

Foto: IUF

Astrozyten, ein Zelltyp der grauen und weiBen Substanz des Gehirns, haben eine wichtige
Funktion bei der Erndhrung von Nervenzellen durch ihren Kontakt zu den BlutgefaBen. Sie
transportieren z. B. das Schilddrisenhormon Uber die Schilddrisenrezeptoren in das Nerven-
gewebe.?” Dieses Hormon ist bei Wachstum, Entwicklung und Funktion des Zentralnerven-
systems beteiligt.?® Das von der Schilddrlise produzierte Hormon 3,3’,5-Trijodthyronin (T3)
beeinflusst sowohl den Differenzierungs- als auch den Reifeprozess von Nervenzellen.?®
Unter T3-Einfluss in vitro beenden Vorlauferzellen die Zellteilung und beginnen sich zu dif-
ferenzieren. Das Hormon férdert zudem die Ausreifung der Zellen und das Langenwachstum
der Zellfortsatze und deren Verzweigung. Funktionsstérungen der Schilddrise haben so
deutlichen Einfluss auf die Entwicklung der weiBen Substanz im Zentralnervensystem. Die
Wirkung von T3 wird durch die Bindung des Hormons an seinen Rezeptor (TR) vermittelt. Der
TR fungiert nach der Bindung des Liganden (Hormons) als Transkriptionsfaktor, indem er an
eine regulatorisch wirkende DNA-Sequenz bindet und dadurch die Genexpression reguliert.?®

Ein moglicherweise geeigneter Test fir DNT ist der NeuriTox-Test aus der Arbeitsgruppe von
Prof. Marcel Leist, Leiter des Doerenkamp-Zbinden-Lehrstuhls an der Universitat Konstanz. Er
basiert auf einer Zelllinie von humanen immortalisierten neuronalen Zellen des Mittelhirns,
den sogenannten LUHMES-Zellen. Um die Eignung far Tests zu beurteilen, wurde bereits eine
Vielzahl an Substanzen untersucht (,,gescreent”).G? In einem Subtyp dieser Zelllinie hat Dr.
Stefan Schildknecht von der Universitdat Konstanz ein Fluoreszenzgen in die Mitochondrien
der Zellen eingebracht, um die Bewegung von Mitochondrien zur Einschatzung einer Dege-
neration von Nervenzellen durch Testsubstanzen verfolgen zu kénnen.G" Der Test ist soweit
weiterentwickelt worden, dass er im Hochdurchsatzverfahren eingesetzt werden kann.G?



Vollig ohne Tierversuch geht es auch in der
Teststrategie noch nicht

Seit 2005 entwickeln internationale Forscher Konzepte zur Anwendung und Interpretation
alternativer Methoden mit dem letztlichen Ziel der regulatorischen Anwendung.®® Die neue,
angestrebte Methode zum Ersatz des Tierversuchs besteht grob aus einer abgestuften Test-
strategie:

Stufe 0: Toxikokinetische Modellierung

Stufe 1: In vitro Tests mit humanen Zellen

Stufe 2: Tests an alternativen Modellorganismen

Stufe 3: In vitro Tests an Nagetierzellen

Stufe 4 (optional): in vivo-Tests mit Nagetieren, wobei dieser Tierversuch nur als allerletztes
Instrument vorgesehen ist.®?

Untersuchungen mit alternativen Modellorganismen (nicht-Saugetierarten) haben gezeigt,
dass einige grundlegende Mechanismen bei der Entwicklung und Funktion des Nervensys-
tems stammesgeschichtlich konserviert wurden und viele der grundlegenden molekularen
Entwicklungsprozesse bei Saugetieren einschlieBlich dem Menschen und Nicht-Saugetieren,
wie z.B. kleine Fischmodelle, wie der Zebra- oder Reisfisch, identisch sind. Die Fische werden
seit einigen Jahren insbesondere zum Screening von neuroentwicklungsrelevanten Chemika-
lien und fur Verhaltensstudien herangezogen. Aufgrund seiner geringen GréBe und Transpa-
renz wahrend der Embryogenese hat sich der Zebrafisch etabliert und gilt bereits als Alterna-
tive zum traditionellen in-vivo-DNT-Screening.®® Verhaltenstests mit Zebrafischen in frihen
Entwicklungsstadien (0-5 Tage nach der Befruchtung) gelten nach EU-Gesetzgebung nicht
als Tierversuch. Der Test gilt als Gesamtorganismus-Ansatz erganzend zu in-vitro-Tests.®> Aus
diesem Grunde wird er zur Untersuchung von Stérungen beim Verhalten auch ein Bestandteil
der DNT-Teststrategie sein.

Wie weit ist der Stand der Umsetzung?

Regulationsbehdrden wie z.B. die European Food Safety Authority (EFSA) arbeiten mit Wis-
senschaftlern und Wissenschaftlerinnen zusammen an einer kosteneffizienten Strategie auf
Basis einer zuverlassigen in-vitro-Testbatterie, um DNT-Gefahren ermitteln und MaBnahmen
zur Verringerung der Exposition gegentber diesen Chemikalien einleiten zu konnen.®?® Dabei
sollen die komplexen Prozesse der Gehirnentwicklung in einzelne rdumlich und zeitlich
getrennte Entwicklungsschritte zerlegt und fur jeden Schritt einzelne Tests entwickelt wer-
den.®® Zu den Schlusselereignissen der Gehirnentwicklung gehéren z.B. die Stammzelldiffe-
renzierung, Zellteilung und Apoptose von Stammzellen des neuronalen Typs, Wanderungs-
bewegungen der neuronalen Stammzellen an den Ort ihrer Bestimmung, Differenzierung
und Reifung von Nerven- und Gliazellen, Synapsen- und Netzwerkbildung. Mit einer Batterie
mehrerer in-vitro-Tests lassen sich nach diesem Konzept Substanzen auf ihren Einfluss auf all
diese Entwicklungsschritte sowie auf regionsspezifische Eigenschaften des Gehirns oder auf
molekulare Aspekte von hormonell beeinflussten bzw. geschlechtsspezifischen neuronalen
Zellfunktionen hin untersuchen.



Testbatterie fiir radumlich und zeitlich getrennte Entwicklungsschritte

Tests vorhanden (+)/

Entwicklungsprozesse Entwicklungszeitraum sl 1. Trimester 2. Trimester 3. Trimester  Postnatal Kindheit nicht vorhanden (-)
Erste Schritte der Nervenvorlauferzellen-
Embryonalentwicklung Bildung und Vermehrung +
‘ Nervenzellenbildung — + ‘
Zellspezialisierung — +
Gehirn- .
Zellverbindungen —
entwicklung 9 +
Zellwanderung ——— +
Bildung von Synapsen +
Ausbau des neuronalen Netzwerks +
Verbindungen zwischen Hirnregionen —— =
1) Blut-Hirn-Schranke +
) 2) Anatomische, kognitive Komplexitat +
Hirn und zentrales 3) Verhaltenskomplexitat +
Nervensystem (ZNS)
Mechanismen fiir die Entwicklung +

und Aufrechterhaltung des ZNS

Vereinfachter Auszug aus dem Schema fiir den Aufbau einer Testbatterie auf Basis der schrittweisen Entwicklung des Gehirns.

Die Grafik stellt dar, welche Schritte schon durch gute Tests abgedeckt sind (+) und fur welche noch Verfahren entwickelt werden mussen (-). Die Entwicklungs-
schritte des Gehirns und Nervensystems werden einzeln betrachtet und Tests fur eine mogliche schadliche Beeinflussung durch Substanzen entwickelt. Die roten
Linien zeigen, in welchem zeitlichen Abschnitt der Entwicklung der jeweilige Schritt hauptsachlich ablauft und besonders angreifbar ist. Die Prozesse laufen teil-
weise parallel und sind nicht wahrend der gesamten Dauer anfallig fur Schadigungen. So wird schrittweise die gesamte Entwicklung abgedeckt.

Abb. 3: Vorgeschlagene Testbatterie auf Basis der schrittweisen Entwicklung des Gehirns.
In Anlehnung an Hessel et al. (2018). Toxicology and Applied Pharmacology: 136-152.

Eine groBe Rolle spielt hier die sogenannte Adverse Outcome Pathway-(AOP) Konzeption.
AOPs beschreiben Vorgange, die von einem auslésenden molekularen Ereignis an der Zell-
oberflache ausgehen. Dieses molekulare Ereignis bewirkt einen chemischen Stressfaktor, der
eine Kaskade biologischer Reaktionen durch verschiedene biologische Ebenen aufwarts (Or-
ganell, Zelle, Gewebe, Organ, Gesamtorganismus) ausldst. Dies fihrt wiederum im Laufe der
Zeit zu einem schadigenden Effekt. Ist einer dieser AOPs bei der Substanztestung nachweis-
lich betroffen, lieBe das Rickschlisse auf die DNT-Eigenschaften der Substanz zu. Allerdings
sind die Untersuchungsziele zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig entwickelt.®

Toxisches | Makromolekulare . . Organismus- Populations-
. - Zellreaktion Organreaktion - -
Molektdl |Interaktion reaktion reaktion
¢ Genaktivierung Veranderung e Lethalitat * Anderung
* Protein- ¢ Physiologie ¢ Entwicklungs- Zusammen-
z.B. Rezeptor- . " m
@ @ Liganden-Bindun produktion ¢ Homoostase Stérung setzung
Cla Cln| -9 Y ¢ Verénderung ¢ Gewebeentwick- | ¢ Reproduktions- | e Aussterben
Signalweg lung/-funktion stérung

Adverse Outcome Pathway (AOP) Konzeption nach OECD

Abb. 4: Bei der Adverse Outcome Pathway-(AOP) Konzeption geht es darum, den gesamten Vorgang zu beschreiben ausgehend von einem
urspriinglichen Ereignis auf zelluldrer Oberfldche Schritt fiir Schritt iber die anschlieBende Wirkungskaskade auf Ebene der Zellen und
Organe, bis hin zu dem letztendlichen Effekt auf den Gesamtorganismus zu beschreiben.

Der wissenschaftliche Entwicklungsstand der Testbatterie selbst wird von den Forschern
derzeit noch als unreif angesehen. Zwar kdnnen wichtige Schlisselereignisse wie Nervenzell-
teilung, Apoptose und Wanderung der Nervenvorlauferzellen schon gut dargestellt werden.
Die Differenzierung und Untersuchung der Funktion der Gliazellen — einem wichtigen Immun-
zelltyp des Gehirns — und die Bildung und elektrische Aktivitat neuronaler Netzwerke jedoch
stecken noch in den Kinderschuhen. Hierfur werden derzeit hirnregionsspezifische Organoide
entwickelt.G”



Ein anderes wichtiges Thema, das bislang noch wenig untersucht wurde, ist der Zusammen-
hang zwischen Hormonen, Gehirnentwicklung und stérenden Chemikalien. Endokrin wirk-
same Chemikalien stehen im Verdacht, die Neuroentwicklung zu beeintrachtigen. Der hor-
monelle Einfluss ist vielfaltig und Stérungen der Ostrogen-, Androgen-, Progesteron- sowie
Endocannabinoid-Signalwege kénnten Auswirkungen auf das sich entwickelnde Gehirn in
bestimmten Entwicklungsstadien haben.¢”

Den Angaben von Industrievertretern aus EU und den USA zufolge besteht ein mehrfach ge-
auBerter, groBer Bedarf an alternativen Methoden, um zeit- und kosteneffizienterer Substan-
zen produzieren zu kénnen, die nicht entwicklungsneurotoxisch sind.?® Dieser Bedarf kann
nur durch neue, tierversuchsfreie Verfahren gedeckt werden.

Einschatzung der Regulatorik

Far Regulationsbehérden stehen vor allem praktische wissenschaftliche Fragen wie Qualitats-
kontrolle, Reproduzierbarkeit, Sensitivitat, Spezifitat, Vorhersagefahigkeit und Expositions-
betrachtungen im Vordergrund.?®® In einer Reihe von Workshops der letzten zehn Jahre
wurden die Entwicklung von In-vitro-Assays oder -Methoden unter Verwendung alternativer
Modellorganismen unterstltzt. Unter den Referenten der verschiedenen Zulassungsbehérden
herrschte Einigkeit Gber eine Unterstitzung der Umsetzung einer standardisierten DNT-in-
vitro-Teststrategie aus einer Reihe von in-vitro-Tests vor den angestrebten in-vivo-Tests, d. h.
der Tierversuch als solches ist nicht vollstandig ausgeschlossen, aber weitgehend reduziert.

Es gibt bereits Tests, mit denen Substanzen gescreent werden kénnen. Jedoch sind die Tests
noch nicht geeignet, um gesundheitsbezogene Grenzwerte ableiten und letztendlich den
Tierversuch beenden zu kénnen. Hier reiche das Vertrauen noch nicht aus, es gabe noch
Unsicherheiten bezlglich der neuen, tierversuchsfreien Methoden. Daher ist der gegenwarti-
ge Arbeitsstand, Leistungsstandards und eine Prifstrategie fur das abgestufte Testsystem zu
etablieren, das aus einer Mehrzahl an in-vitro-Methoden und einem in-vivo-Versuch mit dem
Zebrafisch bestehen soll.?® Aber auch in silico stehen viele Methoden zur Verfligung oder
befinden sich in der Entwicklung, um humanspezifische molekulare und zelluldre Wirkungen
von Chemikalien zu untersuchen und in Vorhersagemodelle fur die Entwicklungsneurotoxizi-
tat zu integrieren.G®

Gemeinsam mit der European Food Safety Authority (EFSA), der Organisation fur wirtschaftli-
che Zusammenarbeit und Entwicklung (OECD), der amerikanischen Environmental Protection
Agency (EPA) und Wissenschaftlern weltweit entwickelt die europaische Validierungsbehérde
EURL ECVAM derzeit eine Strategie mit Schwerpunkt auf einer Reihe von in-vitro-Methoden,
vorzugsweise auf Basis von humaninduzierten pluripotenten Stammzellen. Diese Methoden
sollen die Bewertung von Chemikalien hinsichtlich ihrer Wirkung auf kritische Neuroentwick-
lungsprozesse in unterschiedlichen Hirnentwicklungsstadien untersuchen. Die verfigbaren
in-vitro-Assays sollen zusammen mit in-silico-Methoden, Nicht-Saugetier-Modellen sowie
vorhandenen tierischen und menschlichen Daten in sogenannte Integrated Approaches to
Testing and Assessment (IATA) eingebaut werden. Dieser Ansatz wurde auch in ein OECD-Pro-
jekt Gbernommen, das die Entwicklung eines OECD-Leitfadens fir die in-vitro-Methoden zur
DNT-Testung zum Ziel hat. Das Projekt wird von der EFSA, EURL ECVAM und der US-EPA ge-
meinsam geleitet.® Der EFSA kommt u.a. als zustdndige Uberwachungsbehérde fur Pestizide
eine bedeutende Rolle zu.



17 in-vitro-Methoden sind derzeit bei EURL ECVAM im Validierungsprozess.? Es wird fest
davon ausgegangen, dass eine Verwendung von derzeit verfiigbaren human-relevanten
in-vitro-Modellen aus induzierten pluripotenten Stammzellen, in Kombination mit den ande-
ren vorgeschlagenen tierfreien Modellen, Ansatze zur Entwicklung von Vorhersagemodellen
fur DNT-Effekte liefern wird.®

Weiteres Vorgehen

Die bereits entwickelten Methoden mussen so schnell wie méglich zur Anwendung kommen.
Der Bundesverband Menschen fir Tierrechte setzt sich auf wissenschaftlicher, politischer

und gesellschaftlicher Ebene fur die Abschaffung des Tierversuchs ein. Das Replacement des
Jahres ist eines der Mittel, mit dem der Verband die Offentlichkeit aufklart und konkrete
Lésungsmoglichkeiten aufzeigt. Um sein Ziel zu erreichen, hat der Verband einen umfangrei-
chen MaBnahmenkatalog zusammengestellt und fordert von der Politik eine Gesamtstrategie
fur eine tierleidfreie Wissenschaft.

Ganz oben auf der Liste der notwendigen MaBnahmen steht der massive Ausbau der tier-
versuchsfreien Forschung, insbesondere durch die massive Erhéhung der Forschungsgelder
innerhalb Deutschlands und in der EU. Nur so kann eine erfolgreiche Entwicklung der neuen
Methoden ernsthaft verfolgt werden.

Ebenso unentbehrlich sind neue Kriterien bei der Vergabe von Férdermitteln sowie die Férde-
rung von Nachwuchswissenschaftlern und -wissenschaftlerinnen. Deshalb ist die Einrichtung
von Lehrstihlen und Professuren fur eine tierversuchsfreie Wissenschaft, Lehre und Ausbil-
dung ein absolutes Muss. Eine weitere wichtige BegleitmaBnahme ist das Verbot bestimmter
Tierversuche. Verbotsregelungen fur Tierversuche sind schon heute EU-rechtlich méglich,
auch wenn noch keine tierversuchsfreien Methoden vorhanden sind. Hierzu gehért insbeson-
dere das ausnahmslose Verbot schwerbelastender Tierversuche. Auf Ebene der behérdlichen
Anerkennungsverfahren muss die drastische Verklrzung der Prif- und Anerkennungszeiten
far tierversuchsfreie Methoden erméglicht werden. Derzeit dauert diese Phase zwischen
sechs und 15 Jahre! Im Rahmen seines Projektes InVitro+Jobs stellt der Bundesverband tier-
versuchsfreie Verfahren sowie Wissenschaftler und Wissenschaftlerinnen vor. So tragt das
Wissenschaftsportal dazu bei, die wichtigen Information zu verbreiten und die Vernetzung in
diesem Bereich voranzutreiben.
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Wir freuen uns, dass Sie sich fiir unsere Arbeit interessieren. Um die Abschaffung des
Tierversuchs zu erreichen, sind wir als gemeinnitziger Verein auf lhre Mithilfe angewiesen.

Bitte unterstiitzen Sie unsere Arbeit mit einer Mitgliedschaft oder Spende.
Vielen Dank!

Tiere haben Rechte!

Tiere haben Rechte -
wir fordern sie ein!

Trotz Tierschutzgesetz und Staatsziel Tierschutz

leiden jeden Tag Millionen Tiere in Tierversuchen,

in der industriellen Landwirtschaft, auf Transpor-

ten und Schlachthéfen. Hinzu kommen artwidrig

gehaltene Haus- und Wildtiere in Privathaushalten,

in Zoo und Zirkus, ,Pelztiere” und unzahlige Tiere,

die jahrlich Opfer der Jagd werden. Um dieses mil-

lionenfache Leid zu beenden, setzen wir uns aktiv ﬁe”'echte de

fur den Ausstieg aus dem Tierversuch und der )
~Nutztier”-Haltung sowie gegen jeglichen Miss-

brauch von Tieren ein. Um diesen Systemwechsel

einzuleiten, brauchen wir einen Masterplan fur den

Abbau von Tierversuchen und eine Kehrtwende in der Landwirtschaft von der tieri-
schen zur pflanzlichen EiweiBproduktion. Unser langfristiges Ziel: Das Mensch-Tier-Ver-
haltnis muss sich grundsatzlich andern. Tiere haben ein Recht auf Leben, auf Freiheit
und auf Unversehrtheit. Der Weg zur Anerkennung dieser Rechte ist beschwerlich — wir
gehen ihn pragmatisch, schrittweise und konsequent.

Unterstitzen Sie uns bei unserem Kampf fr die Tiere! Werden Sie Mitglied oder un-
terstltzen Sie unsere Arbeit durch eine Spende! Danke!
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