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Moderne Arzneimittelentwicklung mit
molekular- und zellbiologischen Methoden

Johannes Déhmer

Technische Universitit Miinchen und GenPharmTox BioTech AG, D-Martinsried

Zusammenfassung

V79-Zellen sind gentechnologisch verdndert worden, um den
Stoffwechsel des Menschen fiir Arzneimittel und Chemikalien
untersuchen zu kénnen. Alle V79-Konstrukte zusammen bilden
die V79-Zellbatterie* als Plattform-Technologie der Gen-
PharmTox BioTech AG, Martinsried, Deutschland, mit der
sich insbesondere wihrend der prdkiinischen Entwicklungs-
phase von Arzneimitteln Daten gewinnen lassen, die von
unmittelbarer Relevanz fiir die klinische Priifungsphase sind
und die so aus Tierversuchen nicht zu gewinnen wdren.
Insbesondere wird hiermit die Unsicherheit bei der Ubertrag-
barkeit tierexperimenteller Daten auf den Menschen umgan-

Summary: Modern drug development by molecular and
cellbiological methods

V79 cells have been genetically modified for metabolism
functions of humans in drug metabolism and metabolic
activation of chemicals. All V79 constructs together form the
V79 Cell Battery* by which GenPharmTox BioTech AG,
Tutzing, Germany, is capable of checking drug metabolism
early on during preclinical drug development with immediate
relevance for the clinical testing of drugs. It is impossible to
obtain those data from animal testing. Therefore, the intrinsic
problems in extrapolating data generated from animal testing
to humans has been circumvented.

gen.

1 Beweggriinde zur Griindung der
GenPharmTox BioTech AG

Gliick und Zufall waren in der Vergangen-
heit die bestimmenden Faktoren in der
Entwicklung von Arzneimitteln und Che-
mikalien. Aspirin, Valium oder Valproin-
séure sind Beispiele hierfiir. Gliick und
Zufall waren daher die Grundlage fiir die
nachhaltige Existenz und Entwicklung von
pharmazeutischen und chemischen Unter-
nehmen. So wurden von Chemikern und
Pharmazeuten iiblicherweise neue Sub-
stanzen hergestellt und am Hund getestet.
Je nachdem ob der Hund dann ein Herz-
rasen bekam oder schlifrig wurde, hatte
man eine sogenannte Lead-Substanz fiir
ein Herzmittel oder ein Beruhigungsmit-
tel gefunden. Die Art der pharmakologi-
schen Wirkung und Wirksamkeit war aber
immer reine Gliicksache und entsprach vor
allem nicht immer unbedingt der Wirkung
beim Menschen. Trotzdem gingen aus die-
sem Prozess sehr potente Medikamente
hervor, zum Teil aber mit erheblichen Ne-
benwirkungen. Das technische und stra-
tegische Szenario fiir die Entwicklung
neuer Arzneimittel und Chemikalien hat
sich aber mittlerweile aber auf der Basis
rationaler Ansitze veridndert und erlebt
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derzeit eine stliirmische und revolutionire
Entwicklung durch die technologischen
Méglichkeiten aus der Molekularbiologie,
der Gentechnologie, der synthetischen/
analytischen Chemie und IT. Gen-
PharmTox BioTech AG spielt bereits eine
fiihrende Rolle in dieser Entwicklung.

Die Mission der GenPharmTox BioTech

AG istes:

P Tierversuche aus ethischen, wissen-
schaftlichen und 6konomischen Griin-
den zu ersetzen;

P Entwicklungszeiten von Arzneimitteln
und Chemikalien zu reduzieren;

P Klinische Priifungen gezielter und ko-
stengiinstiger zu gestalten;

P Arzneimittel-/Chemikalien-Sicherheit
zu erhohen.

Die GenPharmTox BioTech AG bietet
die Priifung von Arzneimitteln und Che-
mikalien an, sowohl mit gentechnologisch
konstruierten Zellkulturen (V79-Zellbat-
terie) mit besonderem pridikativem Wert
fiir den Menschen in Kombination mit
humanen Leberproben als auch einem
bakteriellen Testsystem, dem sogenannten
Ames-Test und seiner gentechnologischen
Variante, dem Super-Ames-Test.

Die GenPharmTox BioTech AG ist eine
Ausgriindung der Technischen Universi-
tdt Miinchen. Der Geschiftsplan wurde
seit November 1999 im Rahmen des
Miinchener Businessplan Wettbewerbs
entwickelt und auf allen 3 Stufen priamiert
(www.mbpw.de). Die notarielle Griin-
dung erfolgte im April 2000 mit anschlie-
Bender Eintragung in des Handelsregister
Amtsgericht Miinchen. Die Firma wird ab
1. Februar 2001 in Martinsried, Bayern,
dem europiisch bedeutsamsten Ort fiir
BioTech-Startups, titig werden.

2 Das Problem der Pharma-
zeutischen und Chemischen Industrie

Die Entwicklungskosten mit bis zu 1 Mrd.
DM pro vermarktetem Arzneimittel sind
heute schon extrem hoch und werden in
den nichsten sieben Jahren noch drama-
tisch ansteigen. Es wird zukliinftig immer
schwieriger werden, diese Kosten am
Markt zu erlosen. Schnelligkeit und Effi-
zienz bei der Entwicklung bis zur Zulas-
sung sind die entscheidenden Wettbe-
werbsvorteile. Es ist daher das Gebot der
Stunde, neue Wege zu gehen, um hunder-
te von Millionen DM an Entwicklungs-
kosten einzusparen, die Entwicklungszei-
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ten um Jahre drastisch zu reduzieren,
gleichzeitig aber die Sicherheit fiir den
Menschen zu erhéhen, um mit wirksamen
und sicheren Arzneimitteln schneller als
der Wettbewerber am Markt zu sein.
Durch eine derartige Strategie erhoht sich
die Chance fiir das Unternehmen mit ei-
nem sogenannten ,,Blockbuster* die ge-
waltigen Entwicklungskosten zu erlésen
und dariiberhinaus den Gewinn zu erwirt-
schaften, der als Grundlage fiir die Inve-
stitionen neuer Entwicklungen erforder-
lich ist. Somit wird der rechtzeitige Ein-
satz rationaler Werkzeuge - wie das der
V79-Zellbatterie - in der Arzneimittel-
Entwicklung der entscheidende Faktor fiir
die Uberlebensfihigkeit eines jeden for-
schenden Pharma-Unternechmens in der
Zukunft sein (Abb. 1).

3 Uberlegenheit zu Tierversuchen

Tierversuche werden zwar hiufig zur
Aufkldrung des Stoffwechsels einge-
setzt, in Fachkreisen ist allerdings be-
kannt, dass die Ubertragung auf den
Menschen vielfach problematisch ist,
weil sich Tier und Mensch in den Enzy-

men hiufig unterscheiden (Seidel et al.,
2000; Abb. 2). So ist die Maus weder
ein kleiner Mensch noch ist der Mensch
eine groBe Maus, trotz mehr als 90%iger
genetischer Identitdt. Auch der Zebra-
fisch ist kein kleiner Mensch mit Flos-
sen. Es wird auch weiterhin so bleiben,
dass Ergebnisse aus Tierversuchen ohne
klinische Priifung auf den Menschen
nicht ibertragbar sind. Das Handicap der
Ubertragbarkeit bleibt trotz moderner
gentechnologischer Méglichkeiten der
Keimbahn-Verdnderung, wie sie an
Maus und Zebrafisch im groBen Stil
praktiziert wird. Der Ansatz ignoriert
vollig die Konsequenz genetischer Un-
terschiede und findet seinen Ursprung
in einem besonders in der Genetik weit
verbreiteten Reduktionismus: ,,What is
true for E.coli is true for the elephant™.
Unternehmen, deren geschiiftliche Ba-
sis ausschliesslich Tierversuche und
Tiermodelle als Krankheitsmodelle sind,
gehen daher ein gewaltiges Risiko ein.
Siehe auch FA.Z. vom 31. Mai 2000,
Nr. 126, Seite N3: ,,Wirkstoff schiadigt
Leberzellen / Irrefiihrung durch Tierver-
suche®.
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Abb. 1: Das derzeitige Szenario der Arzneimittel-Entwicklung mit besonderer Darstel-
lung des Problems der Entwicklungskosten und -zeit und der Gefahr der falschen Aus-
wahl einer Entwicklungssubstanz beim Ubergang von der préklinischen in die klini-
sche Prifungsphase. Die besondere Aufgabe der GenPharmTox BioTech liegt darin,
die Datenlage fiir diesen Ubergang entscheidend zu verbessern.
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Hingegen konnten wir durch die Ver-
wendung von Genen des Menschen in der
gentechnologischen Konstruktion und
Anwendung der V79-Zellbatterie fiir den
Stoffwechsel wiederholt zeigen, dass un-
sere Ergebnisse priidikativen Wert fiir den
Menschen haben, z.B. fiir bereits am
Markt befindliche Arzneimittel Tamoxi-
fen, Bufuralol, Midozalam aber auch Ent-
wicklungssubstanzen. Dabei ist entschei-
dend, dass sich diese fiir den Menschen
relevanten Ergebnisse bereits erzielen las-
sen, lange bevor ein neu entwickeltes Arz-
neimittel in der Klinik am Menschen ge-
testet und auf dem Markt ist. Dies gilt fiir
Chemikalien in der Produktion von Kos-
metika, Gebrauchs-, Nahrungs- und Ge-
nufmitteln genauso. Bei Entwicklungs-
zeiten von 12 — 15 Jahren von der vorkli-
nischen iiber die klinische Phase bis zur
Vermarktung ist die Gefahr einer Fehlin-
vestition entsprechend groB, sollten sich
erst in der klinischen Phase oder sogar erst
am Markt die Nachteile einer Substanz
fiir den Menschen herausstellen. Wegen
dieser Fehlinvestitionen liegen die Ent-
wicklungskosten pro Arzneimittel bei |
Mrd. DM, mit steigender Tendenz. Aber
auch Zeitverlust in der Entwicklung und
Zulassung verursacht massive Probleme,
da verspiteter Marktzugang zugleich ver-
ringerte Chance bedeutet, die Entwick-
lungskosten am Markt zu erldsen. Proble-
me beim Menschen, die erst in der Ver-
marktungsphase erkannt werden, fiihren
zudem durch Produkt-Riickruf zu einem
ernsten Image-Schaden.

Der rechtzeitige Einsatz der V79-Zell-
batterie wird einen entscheidenden Bei-
trag leisten, diesen Problemen zu begeg-
nen, indem vielversprechende Entwick-
lungs-Kandidaten unter den Substanzen
im Sinne eines Drug Discovery Support
(DDS) richtig und friihzeitig ausgewiihlt
werden. Darauf basierend kénnen dann
Tierversuche und Klinische Priifungen am
Menschen gezielter und somit zeit- und
kostensparender angegangen werden. Die
Vorteile aus diesem neuartigen strategi-
schen Ansatz in der friihen Entwicklungs-
phase werden in der chemischen und
pharmazeutischen Industrie immer mehr
erkannt. Aber auch Zulassungsbehérden,
wie die Food and Drug Administration
(FDA) legen zunehmend Wert auf die Ver-
wendung gentechnologisch konstruierter
Zellen mit besonderem priidikativen Aus-
sagewert fiir den Menschen, weil sich
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hierdurch die Arzneimittel-Sicherheit ver-
bessern 1aft.

S0 sind die Anzahl der Tierversuche
durch die Biotechnologie bereits drastisch
zuriick=gegangen, besonders durch den
zunehmenden Einsatz molekularbiologi-
scher Methoden. Nach Auskunft des Bun-
desinstituts fiir gesundheitlichen Verbrau-
cherschutz und Veterindrmedizin (BgVV)
sank allein im Arzneimittelbereich die
Zahl der Versuchstiere zwischen 1977 und
1997 von 4,3 Millionen auf 700.000. Ent-
scheidenden Anteil an dieser Entwicklung
hat die ,,Zentralstelle zur Erfassung und
Bewertung von Ersatz- und Ergénzungs-
methoden zum Tierversuch™ am BgVV
(ZEBET). Der Start zur Konstruktion der
V79-Zellbatterie mit humanen Genen fiir
Cytochrome P450 war das bislang grof-
te Projekt (1990-1993), das ZEBET je ge-
fordert hat.

Vergleichbare Test-Systeme sind Kul-
turen von Leberzellen aus frisch prépa-
rierter Leber, gentechnologisch entwik-
kelte Zellkulturen auf der Basis von hu-
manen Lymphomzellen, beispielsweise
AHH1-Zellen oder den sogenannten
HepG2-Zellen, CHO—Zellen oder Hel.a-
Zellen. Jedes dieser Systeme hat erhebli-
che Nachteile gegeniiber dem V79-Sy-
stem aus belegbaren Griinden:

» mangelnde Verfiigbarkeit, insbesonde-
re steht humane Leber bester Qualitit in
allererster Linie nur fiir Transplationen
zur Verfligung;

P geringe Stabilitdt und/oder groBe Va-
riabilitdt in der Enzymausstattung von
kultivierten Leberzellen und anderen Zel-
len — zum Teil sogar unbekannt -, somit
keine Moglichkeit zur Standardisierung;
P kein oder extrem langsames Wachstum
der Zellen begleitet von genetischer In-
stabilitit, somit keine oder geringe Mog-
lichkeit zu zytotoxischen, mutagenen,
chromosomalen und gentoxischen Prii-
fungen;

P kein sauberer Cytochrom P450-freier
Hintergrund. wie in V79-Zellen, somit
keine Moglichkeit zur eindeutigen Zuord-
nung von Enzym, Stoffwechselprodukt
und Wirkung.

Die Funktionalitdt und Stabilitit der
V79-Zellbatterie ist belegt durch eine
Vielzahl von Verdffentlichungen aus ei-
genen Arbeiten, aus Kooperation mit an-
deren Forschungseinrichtungen und mit
verschiedenen Unternehmen der pharma-
zeutischen und chemischen Industrie, so-
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Abb. 2: Der EinfluB des genetischen Polymorphismus auf die metabolische Aktivierung
des Brustkrebs-Therapeutikums Tamoxifen, ermittelt durch und dargestellt mit gen-
technologisch konstruierten V79-Zellen zur Abbildung dieses genetischen Polymor-
phismus in der weltweiten Bevélkerung.

Mutagenitit (HPRT-Test)

Mutations Rate
Substanz x 1 Mio. V79-Zellen / (umol/ml)

Dbla,l]lp ohne Enzyme 0,38

Dbla,l]lp mit Ratten-Enzyme

49

(-)-Dbla,l]p-11,12-diol mit Ratten-Enzyme

128

(-)-Dbla,l]p-11,12-diol mit Mensch

CYPI1A1 in VI9MZh1A1 97.300

618.000

Abb. 3: Der Spezies-Unterschied zwischen Enzymen der Ratte und des Menschen in
der metabolischen Aktivierung von Dibenzo[a,/]pyren, eines polyzyklischen aromati-
schen Kohlenwasserstoffes in seiner Erbgut-veréandernden Potenz.

(-)-Db[a,l]p-11,12-diol mit Mensch
CYP1B1 in V79MZh1B1
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wic durch Validierungsstudien auf natio-
naler und europiischer Ebene (Doehmer
et al., 1999), Auf nationaler Ebene wurde
die V79-Zellbatterie im Rahmen eines bis
Februar 2001 durch das BMBF geférder-
ten Verbundvorhabens ,,Die Nutzung he-
patischer Funktionen fiir in vitro Verfah-
ren zur Priifung von Stoffen mit dem Ziel
der Einsparung von Tierversuchen®, Teil-
projekt 4, Forderkennzeichen 0311259
gepriift, dessen Phase III zur Zeit unter
massgeblicher Beteiligung von Johannes
Doéhmer als einem der drei Koordinato-
ren vorbereitet wird. Auf europiischer
Ebene erfolgte die Priifung durch das Eu-
ropean Centre for the Validation of Alter-
native Methods (ECVAM) am Joint Re-
search Centre der EU in I-Ispra im Rah-

men eines Priivalidierungsabkommens
WPerformance Evaluation of an In Vitro
Cytochrome P450 mediated Toxicity
Screening System in View of the Prevali-
dation Phase*, Contract No. 13508-97-12-
10, das erst kiirzlich im Dezember 1999
erfolgreich becndet wurde. Die koopera-
tive und strategische Verbindung zu
ECVAM (Michael Balls und Sandra Coek-
ke) bleibt nach aulerordentlich positiver
Erfahrung und Interesse an weiteren Ent-
wicklungen bei beiden Partnern bestehen.
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Einleitung

Die Neurofibromatose Typ 1 (NF1) mit
einer Priivalenz von 1:3500-1:4000 ist die
hiufigste hereditdre Systemerkrankung.
Typisch ist die Entwicklung von bis zu
mehreren tausend Neurofibromen (NF).
Die Pathogenese der Neurofibromentste-
hung und das rasche Wachstum nach me-
chanischen Traumen oder Rezidivent-
wicklung nach inkompletter chirurgi-
scher Entfernung ist unbekannt. Neben
Schwannzellen, Perizyten und Fibrobla-
sten-dhnlichen Zellen findet sich im Neu-
rofibrom eine deutliche Vermehrung von
GefidBen und Mastzellen, die eine wesent-
liche Rolle bei der Neurofibromentste-
hung spielen sollen. Gegenstand der Ar-
beit war, die frithen Verinderungen in
traumatisierten NF aufzuzeichnen und
die Befunde im HET-CAM Modell nach-
zuvollziehen.

Material und Methoden

L. 4 kutane Neurofibrome wurden alle am
vierten Tag nach zufilliger, mechanischer
Traumatisierung laserchirurgisch entfernt
und formalinfixierte Gewebeschnitte der
NF histologisch (HE/Giemsa) und immun-
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histochemisch (ABC-System, DAKO) an-
gefirbt.

II. Fragmente von Neurofibromen (n=20)
wurden auf die Chorioallantoismembran
(CAM) von Hiihnereiern (5. Bebriitungs-
tag) transplantiert und die Verinderungen
der CAM und des NF-Fragmentes zeitab-
hiingig histologisch und immunhistologisch
untersucht

Ergebnisse

Traumatisierte Neurofibrome:

Im Bereich der Traumatisierungen fanden
sich eine Hyperimie, degranulierte Mast-
zellen sowie eine Induktion der Angioge-
nese bei ansonsten unauffilligem histolo-
gischem Befund.

NFHET-CAM-Modell:

Bereits 6 Stunden nach Transplantation be-
stand eine starke Adhision der NF-Frag-
mente mit der CAM sowie degranulierte
Mastzellen im Bereich der Kontaktstelle
zwischen CAM und NF. Nach 24 Stunden
bildete sich eine Hyperplasie des meso- und
ektodermalen Anteils der CAM und eine
deutliche Gefifivermehrung innerhalb der
CAM aus. Die Mastzellen sind im Bereich

der Kontaktstelle fast vollstindig degranu-
liert. Am 3.-4. Tag infiltrieren CAM-Gefi-
Be das Neurofibromfragment und erste zar-
te Gefife sind makroskopisch erkennbar.
Am 5.-6. Tag infiltrieren S100-pos. Zellen
(Schwannzellen) die CAM und multiple,
teils groBvolumige Gefidle mit kernhaltigen
Erythrozyten durchziehen das NF.

Diskussion/Zusammenfassung
Traumatisierte NF weisen eine erhohte
Proliferationstendenz auf. Der Mechanis-
mus dieses plotzlichen Wachstums ist un-
gekldrt. Bereits Riccardi vermutete, dal
die Mastzelle eine Rolle spielen konnte
und untersuchte die Wirkung von Ketoti-
fen als ,,Mastzellstabilisator® auf das
Wachstumsverhalten der NF, konnte aber
in kontrollierten Studien auBer typischen
Nebenwirkungen eines Antihistamini-
kums keine signifikanten Effekte auf das
Wachstum der NF belegen. Aufgrund feh-
lender Tiermodelle kénnen andere Sub-
stanzen, wie z.B. die Cromoglicinsiure,
bisher nur ,,am Patienten® evaluiert wer-
den. Das hier vorgestellte NF/HET-CAM
Modell spiegelt nicht nur die analogen
Verinderungen von traumatisierten NF
wider, sondern ermoglicht einerseits die
Analyse von Mechanismen und Mediato-
ren, die in der friihen Phase der Wachs-
tumsinduktion eine Rolle spielen, und an-
dererseits konnen die Effekte einer geziel-
ten pharmakologischen Blockade von
Mediatoren oder deren Freisetzung auf das
‘Wachstumsverhalten von Neurofibromen
getestet werden.
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