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Die Wahl der Besten

Maf3geschneiderte In-vivo-Assays als tierschutzkonforme Alternative
in der Wirkstoffentwicklung

Prof. Dr. Boris Schmidt und Constantin Voss
Clemens-Schopf-Institut fur

Organische Chemie und Biochemie,
Technische Universitat Darmstadt

Die chemische Industrie gilt traditionell als Grof3-
verschmutzer und Katastrophenverursacher. Um
diesem schlechten Ruf entgegenzuwirken und
immer strenger werdende gesetzliche Vorlagen
zu erfiillen, werden seit nun mehr als zwei
Jahrzehnten enorme Bemiihungen in den Aus-

bau der ,,Griinen Chemie“ investiert. Dabei gelten

bis heute folgende Prinzipien als Fundament einer
nachhaltigen chemischen Produktion: Abfallver-
meidung statt -entsorgung, Ressourcen wie Erdol
und Wasser schonen, erneuerbare Rohstoffe bevor-
zugen, gefahrliche Chemikalien ersetzen und GrofBan-
lagen sicher betreiben. Auch wenn dieses Oko-Image der
Industrie vor allem in den Kopfen der Bevolkerung nicht
immer aufgeht, bleiben dennoch einige Fakten positiv her-
vorzuheben: Die Zahl an Chemieungliicken hat sich stark
verringert, der Regen in Deutschland ist aufgrund
besserer Schwefeldioxidfilter weniger sauer und das

Wasser aus Fliissen wie Donau, Rhein und Oder

flieBt sauberer.
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Constantin Voss, geb. 1985, studierte Chemie an der Technischen Uni-
versitat Darmstadt mit dem Abschluss Diplom-Ingenieur. Seine Diplomarbeit
mit dem Titel .. Synthese von funktionalisierten Distyrylpyridazinen fur die
Fluoreszenzdiagnostik” fertigte er 2011 im Arbeitskreis Prof. Boris Schmidt
an. Diese Arbeit wurde durch die Darmstadter Stiftung fir Technologietrans-
fer mit einem Preis ausgezeichnet. Seit der Aufnahme als Stipendiat im DFG-
geforderten Graduiertenkolleg 1657 . Molekulare und zellulare Reaktionen
auf ionisierende Strahlung” promoviert er unter der Betreuung von Boris
Schmidt am Clemens-Schépf-Institut der TU Darmstadt.

Boris Schmidt, geb. 1962, studierte Chemie an der Universitat Hannover
und am Imperial College in London. Nach seiner Promotion 1991 an der Uni-
versitat Hannover lehrte er bis 1994 am Uppsala Biomedical Centre und
forschte zwischenzeitlich als DFG-Stipendiat im Rahmen eines Post-Doc-
Aufenthalts am Scripps Institute in La Jolla in der Gruppe um Prof. K. B.
Sharpless. Zurlick an der Universitat Hannover, habilitierte Boris Schmidt
und sammelte im Anschluss Industrieerfahrung bei Novartis in Basel, bis er
2002 dem Ruf auf eine C3-Professur an der TU-Darmstadt folgte. Neben zahl-
reichen Auszeichnungen und Stipendien wurde ihm jingst der Alzheimer-
Forschungspreis der Hans und Ilse Breuer-Stiftung zusammen mit Prof. T.

Verantwortung gegeniiber
Mensch und Tier

Was in der chemischen Produktion von
Massenchemikalien die Verantwortung fiir
Mensch und Umwelt bedeutet, ist im phar-
mazeutischen Industriezweig der Chemie
gleichbedeutend mit der Verantwortung
gegeniiber Mensch und Tier. Die In-vitro-
Technik gilt als Domine der Biologie, die
es sich zur Aufgabe gemacht hat, der Wirk-
stoffaktivitit und -toxizitit an Zellen und
Geweben tierischer und pflanzlicher Her-
kunft nachzugehen. Die gewonnenen Er-
kenntnisse werden dann bestmoglich auf
den Menschen tibertragen. Diese Methodik
ist sowohl in den grofden Pharmaunterneh-
men als auch in der Lehre an Universititen
fest verankert und gilt als Meilenstein in
der Reduzierung von Siugetierversuchen.
Die Entwicklung neuer Wirkstoffe, deren
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Misgeld verliehen.

Synthese und Charakterisierung bleibt aller-
dings zentrale Aufgabe der Chemie, im
Speziellen der Medizinalchemie. Das Ub-
liche Vorgehen eines Medizinalchemikers
liegt dabei in der Erkennung biochemischer
Mechanismen, die fiir ein bestimmtes Krank-
heitsbild charakteristisch wirken bzw. eine
Wirkung induzieren. Wurde eine solche
Zielstruktur identifiziert, was beispielsweise
ein spezielles Enzym sein kann, so wird
dieses durch charakteristische Wechselwir-
kungen mit Wirkstoffkandidaten beeinflusst,
um den erwiinschten Effekt auszulosen.
Die ,besten“ Kandidaten durchlaufen dann
im Rahmen priklinischer Studien geeignete
Tierversuche, um anschlieBend die Kkli-
nischen Testphasen zu erreichen. Besteht
ein Wirkstoff sidmtliche Phasen und Pri-
fungen, so steht auf dem Weg zum Medika-
ment nur noch die Zulassung. Was sich hier

Foto: Christoph Scholz

wie eine Kausalkette anhort, ist tatsichlich
ein mithseliger und langer Prozess, der im-
mer enorme Kosten bis zur Registrierung
und Markteinfihrung eines Wirkstoffes
verursacht.

Die Rolle der Chemie in der
Wirkstoffentwicklung

Bei der schematischen Betrachtung des
zeitlichen Verlaufs der Wirkstoffevaluierung
(Abb.1) ist der Chemiker auf der ersten
Sdule anzusiedeln und stellt nach verrichteter
Arbeit eine Vielzahl an potenziell geeig-
neten Wirkstoffkandidaten bereit. Auf diesem
noch relativ niedrigen Wissensstand werden
diese Kandidaten traditionell aus den Hin-
den der Chemie an die Biologie und Medizin
weitergereicht. Nun entscheiden pharma-
kokinetische und toxikologische Studien,
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Wissensstand

Abb.1 Verlauf der Wirkstoffentwicklung von Laborsynthese bis Markt-
einfithrung (oben) und die schematische Einordnung des neuen Forschungs-
schwerpunks von Prof. Boris Schmidt in das Gesamtkonzept (unten).
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Abb.2 Normal entwickelte, dechorionierte Zebrafischlarve (2 Tage alt)
(links). Fehlgebildete, dechorionierte Zebrafischlarve (2 Tage alt). Die Inhibi-
tion von GSK-3 durch BSc4263 (2,5uM] flihrt zu charakteristischen Phéno-
typen (mitte) [2]. Eingefarbte Zebrafischlarve im Chorion (2 Tage alt) (rechts).
Verteilung und Anreicherung des Fluorophors BSc4090 (3uM] l&sst sich am
Fluoreszenzmikroskop verfolgen [3].

welche Verbindungen sich besonders eignen. Sofern moglich, er-
folgt diese Selektion durch zellulidre In-vitro-Assays. Viele Frage-
stellungen konnen jedoch trotz aller Fortschritte der In-vitro-Tech-
nik erst im Gesamtorganismus beantwortet werden. Aufgrund der
Nihe zum Menschen kommen dazu typischerweise Siugetiere zum
Einsatz, im Speziellen Miuse, Ratten und Kaninchen zum Einsatz.

Die vollstindige Verdringung von Versuchen an Siugetieren
im Zuge der Wirkstoffentwicklung wird in naher Zukunft kaum
moglich sein. Motivation eines jeden Gliedes der Entwicklungsma-
schinerie sollte dennoch die Reduzierung der fir die Tiere oftmals
qualvollen Praktiken durch den Ersatz durch tierschutzkonforme
In-vivo-Systeme sein.

Friihe Testung der Wirkstoffkandidaten

Eine Literaturrecherche zu derartigen Assays fiihrt schnell zum
Zebrafischembryonenmodell. Aufgrund der neuen europiischen
REACH-Bestimmungen, welche die Testung unzihliger Altchemi-
kalien vorschreibt, erfihrt der so genannte Fischembryonentoxi-
zititstest (FET) eine Art Renaissance. Im FET werden toxikolo-
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gische Daten anhand spezifischer Phinotypen
am Zebrafischembryo erfasst, was sich be-
reits in automatisierten Screeningverfahren
bewihrt hat und 2007 vom Deutschen In-
stitut fir Normung als Methodik fiir Risiko-
bewertung von Chemikalien in der Oko-
toxikologie aufgenommen wurde (DIN 38
415-6, ISO 15088) [11].

In einem medizinalchemisch ausgerich-
teten Arbeitskreis werden stetig neue poten-
zielle Wirkstoffe produziert, die verschie-
denste Wege in die Testung finden. Dies fiihrt
mittlerweile zu grofen Verzogerungen und
hohem Kostenaufwand und wird deshalb
nicht selten zum Nadelohr der Wirkstoff-
entwicklung. Die Moglichkeit, erste biolo-
gische Daten zur Aussortierung ungeeig-
neter Derivate im eigenen Labor erheben
zu konnen, fihrt zu effizienteren Arbeiten
und macht eine Vielzahl an weiterfiihren-
den externen Testungen hinfillig. Das Vor-
gehen, das nun seit bereits drei Jahren im
AK Prof. Boris Schmidt verfolgt wird, kniipft
am FET an, konzentriert sich allerdings auf
die Entwicklung krankheitsspezifischer In-
vivo-Assays an Zebrafischembryonen. Dies
macht es moglich, einen gewtinschten bzw.
unerwiinschten Effekt eines potenziellen
Wirkstoffs direkt nach dessen Synthese im
eigenen Labor zu verfolgen.

Im Falle neurodegenerativer Erkran-
kungen wie Morbus Alzheimer kann dies
neben der rein toxikologischen Evaluation
der Wirkstoffe zusitzlich der Wirknachweis
durch spezifische Phinotypen frither Ent-

Chemieforschung in Darmstadt

wicklungsstadien des Fisches sein. So fiihrt
beispielsweise die Inhibition der im Entste-
hungsprozess der Alzheimer-Demenz betei-
ligten Kinase GSK-3 in der Zebrafischlarve zu
Entwicklungsstorungen, die unter dem Mi-
kroskop anhand charakteristischer Ruck-
gratverkrimmung bereits in einem Alter von
zwei Tagen nachzuweisen sind (Abb. 2) [2].
Auch Fluoreszenzfarbstoffe, die zur selek-
tiven Fiarbung der im Verlauf der Krankheit
entstehenden Proteinablagerungen Tau und
AP entwickelt werden, benttigen einen maf-
geschneiderten Assay. Denn die Hiuirde, die
ein solcher Farbstoff iberwinden muss, um
den Hort der Ablagerungen, das Gehirn, zu
erreichen, ist die Blut-Hirn-Schranke (BBB)
[3]. Obgleich bei einem Zebrafischembryo
wohl kaum eine Alzheimer-Demenz zu er-
warten ist, ldsst sich dennoch der Transport
des Fluorophors durch die Blutgefile bis
zum Gehirn beeindruckend am Fluoreszenz-
mikroskop verfolgen. Erst wenn ein solches
Experiment positiv verlduft, erfolgt die wei-
tere Testung an Sdugetieren bis hin zur Ent-
wicklung eines BBB-permeablen Wirkstoffs.

Radiosensibilisatoren
fiir die Strahlentherapie

Ein weiterer Schwerpunkt des Arbeits-
kreises besteht in der Entwicklung und Eva-
luation von Radiosensibilisatoren. Dabei
handelt es sich um Substanzen, die Tumore
empfindlicher fiir ionisierende Strahlung
machen mit der Absicht, in der Radiotherapie

niedrigere Strahlendosen zu ermoglichen.
Umliegendes, gesundes Gewebe nimmt
dann weniger Schaden. Die uibliche Vorge-
hensweise der Forschungsinstitute und phar-
mazeutischen Industrie ist die Evaluierung
der Wirkstoffdosis in Kombination mit ioni-
sierender Strahlung am Mausmodell. Im
Rahmen des DFG-geforderten Graduierten-
kollegs 1657 konnte jiingst ein In-vivo-Assay
aufgebaut werden, das den synergistischen
Effekt aus Rontgenstrahlung und Wirkstoff
leicht zuginglich macht. Es wird kaum
uberraschen, dass unsere Wahl auch hier
auf die Zebrafischlarve fiel. Nachdem die
Eier ein Tag alt sind, erfolgt die Vergabe des
Wirkstoffs in verschiedenen Konzentrati-
onen und die Bestrahlung mit der hohen Do-
sis von 20 Gy. An den darauffolgenden Ta-
gen wird das Uberleben bestrahlter und
nichtbestrahlter Embryonen verfolgt und
am funften Tag abgebrochen. Die erhal-
tenen Uberlebenskurven erlauben neben
der Identifikation radiosensitivierender Wir-
kung auch eine Abschitzung der Toxizitit

(Abb. 3).

Neue Proteasominhibitoren
im Fokus

Neben der Fihigkeit, Zellen empfinglicher
fur ionisierende Strahlung zu machen, stehen
Inhibitoren des 26S-Proteasoms als Initia-
toren des programmierten Zelltods seit tiber
20 Jahren im Fokus der Krebsforschung.
Diese Substanzklasse ermoglicht durch Ein-
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Abb.3 Synergistischer Effekt aus ionisie-
render Strahlung und Wirkstoff, exemplarisch
am Rezeptor-Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib
[4]. Der Wirkstoff ist in 3-pM-Konzentration nicht
toxisch [blaue Linie). Réntgenbestrahlung fihrt
zum Sterben der Larven ab dem vierten Tag (rote
Linie). Im Vergleich dazu hat die Kombination aus
Sunitinib und ionisierender Strahlung eine signifi-
kante Erhohung der Toxizitat zur Folge (griine Li-
nie). Wirkstoffzugabe und Bestrahlung erfolgt am
ersten Tag. Es sind Mittelwerte mit Standardab-
weichungen aus Triplikat-Experimenten mit je-
weils 10 Zebrafischeiern abgebildet.
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t=176 ms
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Abb.4 Fluchtreflex einer gesunden, zwei Tage alten Larve, ausgeldst durch dufleren Nadelreiz
(Zeitpunkt t = 0 ms). Die Bilderfolge zeigt einen Schwanzausschlag in einem Zeitintervall von 206 ms.
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grift in den zelluldren Stoffwechsel das
Sterben der schnell wachsenden Krebszellen
mit weitgehender Verschonung gesunder
Zellen. Zwei Proteasominhibitoren (Borte-
zomib und Carfilzomib) sind bereits durch
die FDA als Chemotherapeutika zur Behand-
lung des multiplen Myeloms und des Man-
tellzelllymphoms zugelassen [5]. Beide Wirk-
stoffe losen aufgrund mangelnder Selektivitit
als Nebenwirkung die schwere Nerven-
krankheit ,periphere Neuropathie® aus [6].
Neu entwickelte Proteasominhibitoren aus
unserem Arbeitskreis sollen ohne diese
Nebenwirkung auskommen. Ublicherweise
wird die Penetration des Gehirns nach In-
jektion der Wirkstoffe in Mdusen und Ratten
ermittelt. Unser Vorgehen nutzt den bereits
im Embryonalstadium ausgebildeten Flucht-
reflex des Zebrafischembryos als Maf3stab
fiir Neurotoxizitit. Nach einem dufSeren Reiz
wird die Reaktion einer dechorionierten
Larve mit einer Hochgeschwindigkeitsdigi-
talkamera (500 Bilder pro Sekunde) aufge-
zeichnet (Abb.4). Spezielle Software misst
den Winkel der Korperbiegung bzw. den
Winkel der Auslenkung des Schwanzes.
Diese Messdaten ermoglichen die Quantifi-
zierung sensorischer Innervierung der Larve
und erlauben den direkten Vergleich mit den
zugelassenen Medikamenten als Referenz-
substanzen.

Mit dem neuen Forschungsschwerpunkt
Assay-Entwicklung im Arbeitskreis Boris
Schmidt werden tierschutzkonforme Alter-
nativen zu Sdugetierversuchen entwickelt
und ausgebaut, zusitzlichwertvolle biolo-
gische Daten erhoben, die zur frihzeitigen
Trennung der Spreu vom Weizen der Wirk-
stoffentwicklung fihren.

-> schmidt_borisfat-online.de
-> voss.constantinfdgooglemail.com
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Abbildung 1: Constantin Voss,
Quelle:btip.//www.linnaeus.uu.se/online/pharm/lakemede-
lutveckling.html
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Diabetes-Forschung mit Zebrafischen
Zebrafische sind beliebte Aquarienfische. Was kaum einer weil: Auch Diabetesfor-
scher interessieren sich fiir sie, weil die Gene der Tiere denen des Menschen sehr
dhnlich sind. Auch die Zellstrukturen in der Bauchspeicheldrise dhneln sich.

Fische sind Wirbeltiere, also dem Menschen viel dhnlicher als andere beliebte \Haus-
tiere“ der Gen-Forscher, etwa Taufliegen oder Plattwiirmer. Viele ihrer Gene sind fast
identisch, und auch die Zellstrukturen in der Bauchspeicheldriise dhneln sich sehr.
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