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III. Berlin.de
= Der Tierschutzbeauftragte des Landes Berlin
Berlin - ehrenamtlicher Tierschutzbeauftragter,

Amt ist nur in wenigen Bundel&dndern vorhanden

Prof. Horst Spielmann
wurde im Dezember 2012 zum Tierschutzbeauftragten des

Landes Berlin berufen,

e Beratung der flr den Tierschutz zustandigen Senatsverwaltung flr Justiz
und Verbraucherschutz in allen Fragen des Tierschutzes, insbesondere
bei Rechtssetzungsvorhaben des Landes und des Bundes und im Falle
von Beschwerden von Blrgern Uber Verstdl3e gegen das Tierschutzrecht

e Erarbeitung von Stellungnahmen zu speziellen Tierschutzfragen fir die fir
Tierschutz zustandigen Berliner Behorden

e Unterbreitung von Vorschlagen und Erarbeitung von Initiativen
zur Verbesserung des Tierschutzes in Berlin

e Ansprechpartner flr Blrgerinnen und Burger sowie Tierschutzorganisationen

e Information der Offentlichkeit Uber die geleistete Tatigkeit /
Tatigkeitsberichte und Internet http://www.berlin.de/lb/tierschutz/
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Definition Alternativmethoden

3Rs-KONZEPT von RUSSEL & BURCH

(1959, 1992)
The Principles of Humane Experimental Technique

o REFINE VERBESSERN

hohere Qualitat der Versuche (neue Endpunkte) bei reduziertem
Leiden der Tiere

eREDUCE VERMINDERN
gleiche Qualitat der Aussage mit geringerer Tierzahl (Biometrie!)

eREPLACE VERMEIDEN
vollstandiger Ersatz der Tierversuche
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ﬂ RICHTLINIE 2010/63/EU

DES EUROPAISCHEN PARLAMENTS UND DES RATES
vom 22. September 2010

zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere

Artikel 4
Grundsatz der Vermeidung, Verminderung und Verbesserung
Principle of replacement, reduction and refinement (3R-Prinzip)

1.

Die Mitgliedstaaten gewahrleisten, dass, wo immer dies mdéaglich ist, anstelle

eines Verfahrens eine wissenschaftlich zufneden stellende Methode oder Versuchs-
strategie angewendet wird, bei der keine lebenden Tiere verwendet werden.

Die Mitgliedstaaten gewahrleisten, dass die Anzahl der in Projekten verwendeten
Versuchstiere auf ein Minimum reduziert wird, ohne dass die Ziele des Projekis
beeintrachtigt werden.

Die Mitgliedstaaten gewahrleisten, dass die Zucht, Unterbringung und Pflege

sowie die Methoden, die in Verfahren angewandt werden, verbessert werden,

damit magliche Schmerzen, Leiden, Angste oder dauerhafte Schaden ausgeschaltet
oder auf ein Minimum reduziert werden.

In Bezug auf die Wahl der Methoden wird dieser Artikel im Einklang mit Artikel 13
angewendet.
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RICHTLINIE 2010/63/EU
DES EUROPAISCHEN PARLAMENTS UND DES RATES
vom 22. September 2010
zum Schutz der fur wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere

Artikel 47
Alternative Ansatze

(1) Die Kommission und die Mitgliedstaaten tragen zur Entwicklung und
Validierung alternativer Ansatze bei, die ohne Verwendung von Tieren den
gleichen oder einen grofReren Umfang an Informationen liefern konnten wie
Verfahren, in denen Tiere verwendet werden, sowie von Ansatzen, die mit
weniger Tieren auskommen oder weniger schmerzhafte Verfahren
beinhalten, und unternehmen entsprechende Schritte, die sie flr die
Forderung der Forschung auf diesem Gebiet als angemessen erachten.

(4) Die Mitgliedstaaten gewahrleisten auf einzelstaatlicher Ebene, dass

alternative Ansatze gefordert und die diesbezlglichen Informationen
verbreitet werden
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Die Kosmetikindustrie und die
7. Anderung der EU Kosmetik-Richtlinie 2003

e EU: 2.000 Firmen,
60 Mrd. € Umsatz

« EU: 5.000 neue Produkte pro Jahr,
25% Umsatz mit Produkten,
die in den letzten 6 Monaten
entwickelt wurden

 Verkaufsverbot seit 2003 fur Fertigprodukte,
die im Tierversuch getestet wurden

« Beendigung von Tierversuchen und
schrittweises Verkaufsverbot zwischen 2009
and 2013

Losung: Prafung mit Alternativmethoden
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EUROPAISCHE KOMMISSION
PRESSEMITTEILUNG

Briissel, 11, Mdrz 2013

Volilstédndiges EU-Verbot von Tierversuchen fiir
Kosmetika tritt in Kraft

Heute [Euft die letzte Frist fiir die schrittweise Abschaffung wvon Tierversuchen flr
Kosmetikprodukte in Europa ab. Ab heute dlrfen Kosmetika, die an Tieren getestet
wurden, nicht mehr in der EU vermarktet werden.

In einer heute angenommenen Mitteilung bestitigt die Kommission Thr Engagement zur
Einhaltung der Frist, die das Européische Parlament und der Rat 2003 gesetzt haben, und
legt dar, wie sie die Forschung und Innovation in diesem Bereich weiterhin unterstiitzen
und gleichzeitig den Tierschutz weltweit fdrdern will.

Der fiir Gesundheit und Verbraucherpolitik zustdndige EU-Kommissar, Tonio Borg,
erklarie: .Das heutige Inkrafttrelen des vollsidndigen Vermarktungsverbots isf ein
wichtiges Signal fir den Stelfenwert, den Europa dem Tierschutz beimisst.  Die
Kommission engagiert sich daftir, die Entwicklung alternativer Testverfahren weiterhin zu
unterstitzen und Drittldnder aufzufordern, sich unserer europdischen Vorgehensweise
anzuschilieffen, Dies st aine grofie Chance fiir Europa, ein Beispief fiir verantwortungsvolle
Innovation im Bereich der Kosmetika zu geben, ohne die Verbrauchersicherheit zu
gefghrden.”

Die Kommission hat die Auswirkungen des Vermarktungsverbots grindlich geprift und ist
zu der Auffassung gelangt, dass es zwingende Grinde fOr seine Durchsetzung gibt. Dies
entspricht der festen Uberzeugung vieler europdischer Blrgerinnen und Bilrger, dass die
Entwicklung von Kosmetika keine Tierversuche rechtfertigt. Seite 7



National
Academy of
Sciences
2007

“..... a not-so-distant future
where all routine toxicity
testing will be conducted in
human cells or cell lines in
vitro by evaluating
perturbations of cellular
responses in a suite of
toxicity pathway assays.....
Andersen and Krewski (2009). Toxicity

Testing in the 215t Century: Bringing the
Vision to Life. Tox. Sci., 107, 324-330.

TOXICITY TESTING IN THE 2157

CENTURY: A VISION AND STRATEGY
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M Do




15 FEBRUARY 2008 VOL 319 SCIENCE www.sciencemag.org

TOXICOLOGY

Transforming ElWirnnmentaI We propose a shift from primarily in vivo animal

studies to in vitro assays, in vivo assays with

Health Protection lower organisms, and computational modeling

for toxicity assessments.

Francis S. Collins,"™ George M. Gray,2" John R. Bucher®

: Standard rodent Alternative Biochemical- and cell-based
H:n;ant:;!ae?en:e toxicological tests animal models in vitro assays
=P SUBICRYER 10-100/year 100~10,000/year >10,000/day

Immediate human relevance

Transforming toxicology. The studies we propose will test whether high-throughput and computational tox-

icology approaches can yield data predictive of results from animal toxicity studies, will allow prioritization Seite 9
of chemicals for further testing, and can assist in prediction of risk to humans.



Perturbation of Toxicity Pathways
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Molekulare Toxikologie - Pathways

Chemicals D '
Receptors / Enzymes / etc.

' ' ' ' ' ' Direct Molecular Interaction

‘\
I \ \ _
Pathway Regulation /
Q ’ Genomics
Cellular Processes
f/f“

- Tissue / Organ / Organism Tox Endpoint

Figure 2. Toxicity Pathways Target Multiple Levels of
Biological Organization.
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Pathway Testing — toxicogenomics, etc.

Assess

pathways,
integrate
tissue
responses,
and evaluate
metabolites
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08

08 _10

Seite 12



in vitro testing

¢Thousands

HTS
-omics

in silico analysis

Bioinformatics/
Machine Learning

_.. Cancer
4... ReproTox
4.. DevTox
4.. NeuroTox
4.. PulmonaryTox
—-. ImmunoTox

Figure 3. ToxCast™ 15 using a variety of HTS assays to develop
bioactivity signatures that are predictive of effects in traditional

toxicity testing approaches.
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Toxicity Testing and Risk Assessment

(from Krewski et al., 2010, Annual Review of Public Health, in press)

Chemical
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OECD 2013: AOP (Adverse Outcome Pathway) Kozept fir Sensibiisierung der Haut
Dartsellung der entscheidenden Reaktionsschritte, die zur Reaktion an der Haut fiihren

e _ N
Chemical

Structure &
Properties
\. y,

1. Skin

Penetration

2. Electrophilic
substance:
directly or via
auto-oxidation
or metabolism

OECD 2013

Epidermis |

Induction [
Mol lar
O. gcg a Cellular
Initiating Response
Event P

5-6. Activation
of epidermal
keratinocytes &
Dendritic cells

3-4. Haptenation:
covalent
modification of
epidermal

roteins

Key Event 2 + 3

Key Event 1

Elicitation

Organ
Response

7. Presentation of
haptenated protein by
Dendritic cell resulting

in activation &
proliferation of

/ 8-10. Allergic Contact

\ specific T cells J

Key Event 4

Organism
Response

Dermatitis: Epidermal
inflammation
following re-exposure
to substance dueto T
cell-mediated cell

\' death /

Adverse Outcome
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Strategie fur eine tierversuchsfreie Prifung auf
Hautsensibiliosierung durch
Kombination von 3 Methoden, die den Adverse Outcome Pathway

a Chemical hln?:?ctl_'lar Cellular Organ Organism
I: Properties r:;v:n;:g Response y Response Response

Adverse outcome pathwa

Protein Keratinocyte o
reactivity activation DEactivation : : :
Die BASF reicht bei der
- EU Chemikalienagentur
DERA Ke:a‘if:::;'sm (o:nhlfcs:ﬂT) ECHA seit 2013 nur noch
. Daten zur Hautsensibili-

bilisierung ein, die mit
der tierversuchsfreien
Methode erzielt wurden
und hat den Tierversuch
vollstandig ersetzt .

If: restuls of protein reactivity and DC activation are contradicting

Or: the h-CLAT is being used instead of the MUSST assay Bauch et al.
Regul. Tox. Pharm
Use weight of evidence: 63, 489-504. 2012

Results of 2 out of 3 tests determine the overall result
High Overall Accuracy (94%) te 16



Anstieg der Tierversuchszahlen in Deutschland
» Ursachen??

1. Transgene Tiere
- Zunahme weltweit ein Problem
- insbesondere menschliche Krankheitsmodelle in transgenen Mausen

2. Krankheitsmodelle

- Herz- und Kreislauferkrankungen
-immunologische Erkrankungen

- Multiple Sklerose

- M. Alzheimer

- Infektionen

- Psychische Erkrankungen & Sucht (Alkohol)
- Krebs & Metastasierung

Es gibt nur wenige praktisch erprobte Alternativmethoden

fur realistische menschliche Krankheitsmodelle !!

Beispiele: Infektionskrankheiten (Tbc, Candida, Pneumonie)

» Ursachen Stimulierung der , antiinfektiven Proteine* tGber ,toll-like"
Rezeptoren ist bei Maus und Mensch unterschiedlich !

KONSEQUENZ:
molekulare Pharmakologie und Toxikologie mit menschlichen Zellen
und Geweben » BEISPIEL HAUT
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Tierexperimentelle Modelle der oralen Kandidose ?

C. albicans nicht Bestandteil der nattrlichen mikrobiellen Flora von Mausen
» Kolonisation/Infektion unter normalen Bedingungen kaum maglich
» Deutlicher Unterschied in der Keratinisierung der Mundhdhle

beim Menschen Schleimhaut — bei der Maus verhorntes Plattenepithel

C57BL/6 Mause

Buccales j;

% Buccales
Epithel S5

Epithel

Gunther Weindl et al. Seite 18



Candidiasis — menschliches Epidermis Modell
Gunther Weindl, Inst. Pharmazie, FU Berlin

basal
L ——PMNs
c. albicans Filter

_‘H ——
A % 6 —12 hrs
: K or
Filter
& Y 12 -24 hrs

0—-6 hrs
or
0-12 hrs

Candidiasis model — infected RhE
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Lokalisierte Kandidosen (Weindl)

Hydrolytische Enzyme
(z.B. SAPs)
Dimorphismus
Adhasionsfaktoren
Phanotypisches switching

Kolonisation

[0 JoTo [P0 %)

ﬁ

Oberflachliche und tiefe Infektionen

}

0] O0 0O]0
lofoJoJo]o]o])

—

G

Mikrobiologie

Immunologie

>

» Haut, Schleimhaut, pH

* Antimikrobielle Peptide

» Sekretorisches IgA

* Toll-like Rezeptoren

» (Makrophagen, T-Zellen,
IgG/M, Komplement etc.)
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Anwesenheit von PMN:
Hochregulation der epithelialen TLR4 Genexpression

C. alblcans

120 - *
211.2 + 6,6 100 - [0 PBS+PMN-12h
' ’ 0 PBS+PMN-24h
LDH (U/) 80 B C. abicans + PMN - 12 h
c 60 - B C albicans+PMN-24h
S
2 40 4 *
o
g 20 -
|.|>j 5: *
S 61
ndd -
L 5
o 4-
=
g & 3
T 2 2-
: TLR1 TLR2 TLR3 | TLR4| TLR5 TLR6 TLR7 TLR8 TLR9 TLR10
C. albicans + PMN

n=6, *p < 0.05
Weindl et al. (2007) J Clin Invest 4 = nicht detektiert

Schaller et al. (2004) Microbiology Seite 2
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Zusammenfassung — Kandidose Model [(Weindl)

C. albicans Kolonisation

Epithel 0 |0 Q[0
Keine Zytokinfreisetzung (o [0 "o [ o |® [0 )
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Che New HJork Eimes  nttp://nyti.ms/ 1ELVECL

Breakthrough Replicates Human Brain Cells for

Use in Alzheimer’s Research

By GINA KOLATA OCT. 12, 2014

doi:10.1038/naturel38300

doi:10.1038/naturel13800 I 12 Oktober 2014

A three-dimensional human neural cell culture

model of Alzheimer’s disease

se Hoon Ehnni]"‘1 Young Hye Kim' '2*, Matthias IIEPEI’..‘I‘[J "3, Christopher Sli1.=\|:i11_'~'..‘£~:ij1 seungkyu Lee”, Carla D‘.'r".wnzuj, Hechao Chen],
Basavaraj Hooli', Caroline Asselin', Julien Muffat®, Justin B. Klee!, Can EhangJ, BrianJ. Wainger?, Michael Peitz®, Dora M. Kovacs',

Clifford J. Woolf*, Steven L. Wagner®, Rudolph E. Tanzi' & Doo Yeon Kim!
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_,, Wy,

U.S. Depariment of Health and Human Services

National Center for Advancing Translational Sciences
ews i

National Institutes of Health National Institute of Neurological Disorders and
Stroke (NINDS)

Embargoed for Release
Tuesday, July 24, 2012 NIH Common Eund

NIH funds development of tissue chips to help predict drug safety
DARPA and FDA to collaborate on groundbreaking therapeutic development initiative

Seventeen National Institutes of Health grants are aimed at creating 3-D chips with living cells and tissues that accurately
model the structure and function of human organs such as the lung, liver and heart. Once developed, these tissue chips
will be tested with compounds known to be safe or toxic in humans to help identify the most reliable drug safety signals —
ultimately advancing research to help predict the safety of potential drugs in a faster, more cost-effective way. The
initiative marks the first interagency collaboration launched by the NIH's recently created National Center for Advancing
Translational Sciences (NCATS).

Tissue chips merge techniques from the computer industry with modern tissue engineering by combining miniature models
of living organ tissues on a transparent microchip. Ranging in size from a quarter to a house key, the chips are lined with
living cells and contain features designed to replicate the complex biological functions of specific organs.

NIH's newly funded Tissue Chip for Drug Screening initiative is the result of collaborations that focus the resources and
ingenuity of the NIH, Defense Advanced Research Projects Agency (DARPA) and U.S. Food and Drug Administration.
NIH's Common Fund and National Institute of Neurological Disorders and Stroke led the trans-NIH efforts to establish the
program. The NIH plans to commit up to 570 million over five years for the program.

“Serious adverse effects and toxicity are major obstacles in the drug development process.” said Thomas R. Insel. M.D..
NCATS acting director. “With innovative tools and methodologies. such as those developed by the tissue chip program.

we may be able to accelerate the process by which we identify compounds likely to be safe in humans, saving time and

money, and ultimately increasing the quality and number of therapies available for patients.”




Partnering “Human-on-a-chip” disease modelsﬁ

- Transplantation model |9
e Autoimmune disease model " *

Seite 25



Microfabrication of human organs-on-chips
Donald E. Ingber et al. Wyss Institute/Harvard

| VOL.8 NO.11 | 2013 | nature protocols

Horst Spielmann EPAA 2013

Lung on a chip

C 2

d

Endothelium
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Microfabrication of human organs-on-chips
Donald E. Ingber et al. Wyss Institute/Harvard

| VOL.8 NO.11 | 2013 | nature protocols

Gut-on-a-chip

Upper channel
Gut epithelial




The Multi-Organ-Chip (MOC) technology

Laboratory bioreactor

# two peristaltic micro-pumps per chip
# two media perfusion circuits per chip
# adopted to use of Transwell-inserts

# two MOC’s (4 circiuts) per bioreactor

MOC’s of microscopic slide-format

AXLRE 2012 Marx Walles

{_) - peristaltic micro-pump
{2 - Transwell inserts

) -injection port

Ti’SSUSE

Emulating Human Biclogy
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28-day MOC culture — experimental setup

3D tissue preparation and chip loading

HepaRG cells + stellate cells Foreskin
(12 :1) donor recruitment

|

aggregate formation tissue excision and

24h
in AggreWell plates transport to lab
4 dave low-attachment-plate Preparation of sterile
Y culture punch biopsies

tissue volume: ~30ul \,

channel volume: ~10pul
total volume: 300ul

“liver” model / “skin™ model

Ti’S SUSE

Emulating Human Biclogy

AXLRE 2012 Marx Walles
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28-day MOC culture - preliminary results

day 0 day 28

HepaRG-stellate cells
3D culture

IMMUNOHISTOSTAINING:
® -CYP3A4 @ -CYP7AL

Foreskin
3D tissue biopsies

IMMUNOHISTOSTAINING:
® -Tenascin @ - Col IV

w T{SSUSE
Emulating Human Biology
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oth World Congress

on Alternatives and Animal Use
in Life Sciences.

24 — 28 August 2014

www.wc9prague.org



“Human-on-a-chip” — Advancing regulatory science ...

Sergey Tsyb
— =2 - Deputy Minister of
_ industry and trade
© (responsible for Pharma
2020 program)

Suzanne Fitzpatrick »
US-FDA Center for Food oAl R
Safety & Applied Nutrition * Sonja Beken ~ Jufeng Wang Hajime Kojima

| " FAHMP Y
\ s ] . National Center
™ - Chair of the 2 J?‘CYAM

by < for Safety
o EBxpertGroup gy ayyation for
[+, on3R'satthe Drugs

. EMA

“Human-on-a-chip Experts”
Andries van de Meer, Wyss Institute, Boston
Uwe Marx, Technische Universitat, Berlin
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Session I-3b: Regulatory science panel discussion .-
“Human-on-a-chip”
Advancing regulatory science through innovation
and worldwide networking for alternative testing




Humane Science ’)O 'l 4

in the 21 Century -, i

9" Woaorld Congress on Alternatives . 24-18 August 2014

and Animal Use in the Life Sciences Prague, Czech Republic

Regulatory science panel discussion
Prague 28 August 2014

Statement of Intend

Taking into account the large scale projects ongoing on a global
scale with regards to the human-on-a-chip technologies and the
potential interest for global regulatory authorities of different
sectors, it is considered important that a systematic mechanism
for exchange of information is being set up.

The latter should take advantage of the collaborative initiatives
already established for different sectors (e.g. EMA/FDA qualification
exercises, ICH, ...). Such aforum could also allow for cross
sectorial discussions on qualification criteria and performance
standards in order to foster possible qualification ....



Prof. Dr. Monika Schéafer-Korting
Institut fur Pharmazie

Freie Universitat (f|.Se

B3R
SR

Berlin-Brandenburger
Forschungsplattform BB3R

mit integriertem Graduiertenkolleg

Prof. Dr. Monika Schafer-Korting
Freie Universitat Berlin
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