via.

VFA-Positionspapier

~Einsatz von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum
Tierversuch in der chemisch-pharmazeutischen Forschung
und Entwicklung”

Fir die Entwicklung neuer Wirkstoffe werden in Abhangigkeit von
der jeweiligen Entwicklungsstufe sowohl in vitro- (versuchstier-
freie) (3) als auch in vivo- (Tierversuche) Methoden eingesetzt. Die
erhobenen Daten miissen den Zulassungsbehérden vorgelegt wer-
den, um den erforderlichen Nachweis der Wirksamkeit und Sicher-
heit zu erbringen.

Dabei sind Art und Umfang der den Behdrden vorzulegenden Daten
weitestgehend durch nationale und internationale Gesetze und
Richtlinien geregelt (5, 6).

Ausgangslage

Wo immer madglich, wird der Einsatz von Ersatz- und Erganzungs-
methoden zum Tierversuch entsprechend dem 3-R-Prinzip nach
Russel und Burch (11) (Reduce, Refine, Replace) geférdert, um die
Zahl der benétigten Versuchstiere sowie die Belastung der Tiere so
gering wie mdglich zu halten (4,10).

Die Entwicklung von Arzneimitteln lasst sich in drei Stufen unter-
teilen:

1. Forschungsphase
2. Entwicklungsphase
3. Vermarktungsphase

In der Forschungsphase werden neue Wirksubstan-
zen/Wirkmechanismen gesucht, die in der zweiten Phase zu neuen
Medikamenten entwickelt werden. Auch in der sich anschlieBenden
Vermarktungsphase miissen weitere vorgeschriebene Untersu-
chungen, wie z. B. die Uberpriifung von Impfstoffchargen, durch-
gefuhrt werden. In allen drei Phasen dieses Entwicklungszyklus
kommen Ersatz- und Ergdanzungsmethoden zum Tierversuch zum
Einsatz bzw. sind vom Gesetzgeber sogar vorgeschrieben (7).

1.) Forschungsphase

In dieser Phase der Entwicklung werden sowohl neue Wirksubstan-
zen als auch neue Wirkmechanismen gesucht. Dies beinhaltet i. d.
R. den Test von mehreren Hunderttausenden von Substanzen in in
vitro-Systemen mit Hilfe computergesteuerter Untersuchungsver-
fahren (High throughput screening). Dabei erfolgt die Testung fast
ausschlieBlich versuchstierfrei auf subzellulérer oder zellularer
Ebene. Dies kann z. B. die Bindung an bestimmte Rezeptoren, die
Aktivitdtsmessung in einem Enzymtest, die Wirkung auf isolierte
Ionenkanale oder auch die Wirkung auf Mikroorganismen in einer
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Nahrlésung beinhalten. Die weiterfihrende qualitative Wirkstoff-
prifung wird haufig durch den Einsatz von QSAR-Systemen
(Qantitative- Structure-Activity-Relationship) unterstitzt. Dabei
handelt es sich um Computerprogramme (in silico), die eine neue
chemische Struktur mit einer Vielzahl bekannter chemischer Struk-
turen und ihren biologischen Wirkungen vergleichen. Aufgrund die-
ses Vergleiches werden Aussagen zur pharmakologischen Wirk-
samkeit, Kinetik, Metabolismus und Toxizitat getroffen. Auf abseh-
bare Zeit wird jedoch kein validiertes QSAR-System zur Verfligung
stehen, das in vivo-Sicherheitsprifungen ersetzen kann.

Tierversuche zum pharmakologischen Wirknachweis werden erst
dann durchgefihrt, wenn sich erfolgversprechende Substanzen mit
dem gesuchten Wirkprofil aus den in vitro/in silico-Untersuchungen
herauskristallisiert haben. Bei der Etablierung innovativer Thera-
pieprinzipien hat der enorme technische Fortschritt dazu beigetra-
gen, dass Versuche zielgerichteter durchgefiihrt und damit insge-
samt weniger Tiere eingesetzt werden. Genomics und Proteomics
sind dabei neuere Technologien, die erhebliches Potenzial zur Ein-
sparung von Tierversuchen haben, da man nun Mechanismen auf
Genom- und Proteinebene zielgerichtet untersuchen kann. Ein wei-
teres Beispiel ist die Mikrodialyse, die gleichermaBen im Tier wie
im Mensch zur Untersuchung von kérpereigenen Botenstoffen ein-
gesetzt wird und damit auch den direkten Vergleich von Substanz-
wirkungen erméglicht. (Anhang 3).

Die hier aufgefliihrten Beispiele zeigen, dass durch den Einsatz
neuester Technologien in der Wirkstofffindung der Einsatz von Tie-
ren sowie deren Belastung reduziert werden kann. Da diese Me-
thoden vielfach auch im Menschen Anwendung finden, sind sie in
besonderem MaBe geeignet, die Ubertragbarkeit von Daten zwi-
schen den Spezies zu priifen und eine Aussage zur Relevanz der
Daten zu geben (Tabelle 1).

Am Ende dieser Forschungsphase steht eine "Leitstruktur", deren
Wirkungs- und Nebenwirkungseigenschaften im Rahmen der sich
anschlieBenden Entwicklungsphase sehr genau untersucht werden.

2.) Entwicklungsphase

Neben der pharmakologischen Wirksamkeit muss zunachst auch
die Sicherheit von neuen Wirkstoffen sehr genau untersucht wer-
den. Testverfahren zur Uberpriifung der Wirkung, Nebenwirkungen
und madglicher toxischer Eigenschaften von Substanzen sind durch
internationale Richtlinien festgelegt. Ebenso sind Art und Umfang
der Testverfahren durch den Gesetzgeber bestimmt (6, 9). Eine
Reduzierung von Tieren in bestimmten Sicherheitsprifungen sowie
Verminderung der Belastung des Einzeltieres wurden bereits durch
die Einfuhrung neuer Teststrategien erreicht (Tabelle 3), aber hier
wird der chemisch-pharmazeutischen Industrie sehr wenig Spiel-
raum vom Gesetzgeber gelassen. Versuchstierfreie Ersatzmetho-
den zum Nachweis der Arzneimittelsicherheit werden von den Zu-
lassungsbehérden erst dann akzeptiert, wenn sie ein sehr aufwan-
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durchlaufen haben (1,4). Bisher sind die validierten und von den

Behorden anerkannten versuchstierfreien Verfahren, die zur

Sicherheitstestung eingesetzt werden kénnen, limitiert (Tabelle 2).

Treibende Krafte, weitere Ersatz- und Ergdanzungsmethoden zu
validieren, sind ZEBET (Zentralstelle fir die Erfassung und Bewer-
tung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tierversuch) so-
wie ECVAM (European Center for the Validation of Alternative
Methods). Die chemisch-pharmazeutische Industrie unterstiitzt
diese Bemihungen in erheblichem MaBe durch finanzielle Mittel
sowie aktive Teilnahme an Validierungsversuchen.

Nach Abschluss dieser Sicherheits- und Wirksamkeitsprifungen am
Tier und anschlieBend am Menschen kann das Arzneimittel mit
dem neuen Wirkstoff zur Zulassung bei Behérden eingereicht wer-
den.

3.) Vermarktungsphase

Selbst nach der Zulassung eines Arzneimittels mit einem neuen
Wirkstoff wird dessen Wirkungs- und Nebenwirkungsspektrum wei-
terhin sehr genau kontrolliert. Dazu sind z.B. flr Impfstoffe - zur
Qualitatskontrolle von Herstellungschargen - weiterhin Sicherheits-
prufungen durch Tierversuche vorgeschrieben. Der Test auf
Pyrogenfreiheit ist dabei eine wichtige Untersuchung, um sicherzu-
stellen, dass es beim Patienten nach der Anwendung von Substan-
zen nicht zu Fieberreaktionen kommt. Ferner missen zur Chargen-
kontrolle von Hormonen (FSH, LH, EPO), Versuche zur Wirksamkeit
durchgefihrt werden. Die notwendigen Testverfahren - in vielen
Féllen Tierversuche - sind in den entsprechenden Arzneibuchmo-
nographien beschrieben. Fir einige dieser Endpunkte stehen inzwi-
schen in vitro-Methoden zur Verfligung.

VFA-Position

Die Anwendung von Ersatz- und Erganzungsmethoden zum Tier-
versuch in der chemisch-pharmazeutischen Forschung und Ent-
wicklung hat in den letzten Jahren, unterstitzt durch die erhebli-
chen Fortschritte in der biomedizinischen Technologie, einen brei-
ten Raum eingenommen. Diese Methoden bieten oft die Méglich-
keit, definierte Endpunkte einer Wirkung oder Nebenwirkung spezi-
fischer zu untersuchen als im Tierversuch. Daher tragen sie im
erheblichen MaBe dazu bei, das Verstandnis fir biologische Vor-
gange zu erweitern und erdéffnen die Moéglichkeit, das Nebenwir-
kungspotenzial besser abzuschatzen. Im Sinne des Tierschutzes
wird die Entwicklung weiterer Ersatz- und Erganzungsmethoden
aktiv von der chemisch- pharmazeutischen Industrie unterstitzt.

Auf absehbare Zeit wird man jedoch bei der Entwicklung von neu-
en Wirkstoffen auf Tierversuche nicht vollstandig verzichten kén-
nen. Dies liegt darin begriindet, dass es zurzeit noch keine wissen-
schaftliche Alternative gibt bzw. bestimmte Tierversuche, gerade



zur Sicherheitspriifung, von den Zulassungsbehdrden gefordert

werden.

Tabellen

Tabelle 1

Techniken, die in der Wirkstofffindung als Standard eingesetzt
werden und Tierversuche ersetzen/reduzieren/verbessern

Testverfahren in in
in
silico

Datenbanken - +

QSAR - +

Subzellulére Systeme - +

(z. B. Rezeptorbindung,

isolierte Ionenkanale)

Zellkulturen - +

Isolierte Organe - +

Genomics + +

Proteomics + +

Metabonomics + +

Mikrodialyse + -

Transgene Tiere + -

+

+

suche

Replace Reduce

+

+

sert
Tierver-
suche

Refine

+

+

via.

Ersetzt Reduziert Verbes-
vivo vitro/ Tierver- Tierver-
suche

Die forschenden
Pharma-Unternehmen

Seite 4/11



Tabelle 2

V fa Die forschenden
« Pharma-Unternehmen

Seite 5/11

Endpunkte, die in der Sicherheitsprifung ohne Tierversuch getes-

tet werden kdénnen

Endpunkt

Mutagenitat/
Genotoxizitat

Phototoxizitat

Fieberreaktion

Embryotoxizitat
(Screening)

Hautreizung
(Screening)

Hautveratzung

In vitro

Ames-Test, Maus-Lymphoma-Test, Chromoso-
men-

aberrationstest, u.a.

Anmerkung: FiUr die Arzneimittelzulassung

fordert der Gesetzgeber mindestens einen zu-
satzlichen Tierversuch.

3T3 Zelltest

Limulustest (nur zum Endotoxinnachweis ge-
eignet)

Vollbluttest mittels Humanblut (in Erprobung)

Maus-Stammzelltest

Chorionallantois-
Membrantest am bebriteten Hihnerei (CAM) *

Biotechnologisch hergestellte menschliche
Hautmodelle

*von Behdrden nicht generell akzeptiert
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Testverfahren, die in der Sicherheitspriifung den Einsatz von Tieren
reduzieren und die Belastung flir das Einzeltier vermindern

Endpunkt Methode

Akute Toxizitat

Sensibilisierung
LLNA

Embryotoxizitat (Scree-
ning)

Anhange
Anhang 1
Allgemeine Methoden

Methode Vorteile

Schnelle Gesamtiiber-
sicht

Datenbanken

Leichte Zugénglichkeit

QSAR Spezifische Endpunkte
(Mutageniat, Repro-
duktions-

toxizitat,
Kanzerogenitat,) kén-
nen selektiv Uberprift
werden

Uberpriifung zahlrei-
cher Subtanzen in kur-
zer Zeit

Innerhalb einer Klasse

Fixed dose oder up-and -down Methode

Lokaler Lymphknotentest in der Maus

Limb-bud oder whole embryo culture

Nachteile

Ergebnisse nicht
immer nachvollzieh-
bar
Widersprichliche
Datenlage
Rohdaten stehen
nicht zur Verfigung
Keine validierten
Daten

Kritische Daten ste-
hen nicht zur Verfi-

gung

Bisher nicht als Er-
satzmethode aner-
kannt
Vorhersagekraft nur
so gut wie zugrunde
liegender Datensatz
Bisher kein System
mit einem allgemein-
glltigen Datensatz
Aussagekraft zur
Kinetik und Metabo-



Subzellulare
Systeme

Zellkulturen

Isolierte Organe

von Substanzen ist ein
Ranking méglich

Ermoglicht Aufklarung
des Wirkmechanismus
Spezifische Endpunkte
kdédnnen untersucht
werden

Gute Verfligbarkeit der
Systeme

Geringe Kosten
Untersuchungen sind
standardisierbar

Organspezifische
Untersuchungen maog-
lich

Untersuchung von
spezifischen Fragestel-
lungen

Verfligbarkeit der
Systeme

Geringe Kosten

Hoher Durchsatz

Organspezifische
Untersuchungen mdg-
lich
Funktionsprifungen
am Gesamtorgan mdg-
lich

V fa Die forschenden
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lismus nicht oder nur
eingeschrankt mog-
lich

Vielzahl unterschiedli-
cher Systeme er-
schwert Vergleichbar-
keit der Daten
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Ubertragung der
Ergebnisse auf zellu-
lare Ebene nicht im-
mer moglich
Auswirkungen auf
Gesamtorganismus
kdénnen nicht abge-
schatzt werden
Langzeiteffekte kon-
nen nicht untersucht
werden

Auswirkungen fir ein
Gesamtorgan nicht
immer klar
Ubertragbarkeit auf
Gesamtorganismus
nicht immer gegeben
Interaktion mehrerer
Organsysteme kann
nicht abgebildet wer-
den

Stabilitat der Zellsys-
teme Uber einen lan-
geren Zeitraum nicht
immer gegeben
Langzeiteffekte koén-
nen nicht tUberprift
werden

Aussage Uber Effekte
auf den Gesamtorga-
nismus nicht mdglich
Langzeitunter-
suchungen sind nicht
oder nur einge-
schrankt mdglich
Nicht alle Organsys-
teme einsetzbar
(ZNS)



Genomics,
Proteomics und
Metabonomics

Transgene Tiere

Anhang 2

Aufklarung molekula-

rer Mechanismen auf

Gen und Proteinebene
Erkennung von Reakti-

onsmustern lasst

Rickschliisse auf Wir-

kungen/
Nebenwirkungen zu

Direkte Untersuchung
am relevanten Tiermo-

dell
Verbesserung der

Vorhersage therapeuti-

scher Ansatze
Testung neuer Stoffe

im relevanten Krank-

heitsmodell

Spezielle Testverfahren

Methode

Chorionallantois-
Membran-Test am
bebriteten Hih-
nerei

Embryonaler-
Stammzelltest
(EST)

Vorteile

Einfache und schnel-
le Durchfiihrung
Ersetzt Tierversuch
am Kaninchen)

Einsatz von Zelllinien
Identifikation emb-
ryotoxischer Sub-
stanzen

Hohe technische
Anforderungen, ins-
besondere an Infor-
mations-
verarbeitung

Zeit- und
Dosisabhangigkeit
von Veranderungen
nur eingeschrankt
vorhersagbar

Hoher Aufwand zur
Etablierung neuer
Modelle

Belastung der Tiere
kann erhoht sein

Nachteile

Nicht geeignet flr
alle chemischen
Substanzklassen
Reversibilitadt kann
nicht geprift werden
Kein generell akzep-
tiertes Priifverfahren
( in Deutschland ak-
zeptiert)

Rein teratogene
Wirkungen kdnnen
nicht detektiert wer-
den

Spate fetotoxische
und maternale End-
punkte kénnen nicht
untersucht werden

via.
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Limb-bud-
Micromass Test

Parallele Testung von
Substanzen anhand
weniger Embryonen
maoglich

Geeignet zum Scree-
ning von Substanzen
innerhalb einer Klas-
se (z. B. Retinoide)
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Keine validierte
Methode

Nicht alle teratogene
Endpunkte werden
erfasst

Testung nur in ei-
nem bestimmten
Zeitabschnitt der

Entwicklung méglich
Keine Aussage Uber
fetotoxische und
maternal toxische
Wirkung

Anhang 3
Beschreibung der Mikrodialyse

In der Arzneimittelforschung stellt sich haufig die Frage, wie neue
Substanzen die Konzentration von kérpereigenen Stoffen wie zum
Beispiel im ZNS aber auch in anderen Geweben wie Fettgewebe,
Leber, Niere oder Muskeln beeinflussen.

Zur Beantwortung dieser Fragen wird in zunehmendem MaBe die
Mi-krodialysemethode eingesetzt. Hierzu wird zunachst eine kleine
Sonde mit einer semipermeablen Membran in das zu untersuchen-
de Gewebe implantiert und diese dann mit einer in der Zusammen-
setzung des Gewebes angepassten Nahrlésung perfundiert. Die
Sonde ist wenige Millimeter lang und nur 0,25 bis 0,5 Millimeter
dick. Sie kann daher in einer Vielzahl von Geweben und Organen
implantiert werden, ohne groBe traumatische Veranderungen zu
induzieren. Die Methode ist so wenig invasiv, dass sie schon routi-
nemaBig am Menschen angewendet wird (8). Durch die Mdglich-
keit, von einem Tier in kurzen Zeitabstanden Proben zu bekom-
men, ohne dass dazu Koérperflissigkeiten enthommen werden
muissen und durch den Vergleich von vor und nach der Behandlung
kann ein Tier als seine eigene Kontrolle dienen und auch damit
notwendige Tierzahlen im Versuch reduzieren helfen.
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Glossar

ECVAM European Centre for the Validation of Alternative
Methods; Europdisches Zentrum fir die Validie-
rung von Alternativer Methoden

In silico Untersuchungen mit Hilfe von Computerpro-
grammen

Genomics, Identifizierung von Genen, Proteinen sowie zellu-

Proteomics, ldren und metabolischen Verdnderungen, die mit

Metabonomics der Einwirkung einer Substanz in Verbindung
stehen

Limulus-Test Test zur Untersuchung von Proben (insbesondere

injizierbare Arzneimittel) auf Verunreinigung mit
Endotoxin. Dabei wird das Blut eines Pfeil-
schwanzkrebses verwendet. Der Test ist hoch-
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Mikrodialyse

Photo-Toxizitat
Pyrogen

QSAR

Reduce

Replace

Refine

Screening

Sensibilisierung

Stammzellen

Validierung
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spezifisch fir Endotoxin, erkennt andere Pyroge-
ne nicht.
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Gewinnung von Korperfllissigkeiten mit Hilfe
kleiner Gewebesonden

Akute Hautreaktionen nach Lichtexposition
Stoff, der Fieber auslésen kann

Computergestltzte Vorhersage von toxikologi-
schen, pharmakologischen und
pharmakokinetischen Eigenschaften von Stoffen
auf der Grundlage von Strukturwirkungsbezie-
hungen

Die Zahl der Tiere pro Versuch und die Zahl der
Tierversuche soll auf ein Minimum reduziert wer-
den

Tierversuche sollen nach Mdéglichkeit durch alter-
native Methoden ersetzt werden

Die Methodik von Tierversuchen soll so verbes-
sert werden, dass die Belastung des Einzeltieres
nach Méglichkeit eliminiert oder verringert wird

Vor- oder Suchtest

Auslésung einer Uberempfindlichkeit (Allergie)
gegenliber einem Stoff

Zellen, die noch nicht zu einem speziellen Zellty-
pus ausdifferenziert und noch nicht auf spezielle
Aufgaben festgelegt sind

Nachweis, dass ein System oder Testverfahren
vorher definierten Anforderungen entspricht

Zentralstelle zur Erfassung und Bewertung von
Ersatz- und Ergdanzungsmethoden zum Tierver-
such



