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PETITION
filr den Unterricht von Alternativmethoden

zu Tierversuchen an den Hochschulen

Im Juni dieses Jahres hat die Schweizer Liga gegen Vivisektion (Sitz

Genf) der Bundeskanzlei eine mit 8000 Unterschriften versehene Peti-

tion mit folgendem Begehren iibergeben:

"Die Unterzeichneten fordern, dass die zustdndigen Behdrden gesetz-
liche Bestimmungen erlassen, die zur Einfilihrung des obligatorischen
Unterrichts (iber Alternativmethoden zu den Tierversuchen filhren,
dies an den Hochschulen im Bereich der medizinischen und biologi-

schen Wissenschaften."

Diese Petition, die als Ergidnzung zu den Tdtigkeiten der Parlamenta-
rischen Gruppe Elir Tierversuchsfragen zu sehen ist, betrifft den Ein-
bezug von Alternativmethoden in den Unterrichtsplan. In der Medizin
und der Biologie stlitzt sich der klassische Unterricht an den Hoch-
schulen meist kritiklos auf Tierversuche, was eingleisig ist und die
Anwendung von Tierversuchen auf alle Zeiten hin als notwendig er-
scheinen ldsst. Aus diesem Grund ist es sehr wichtig, dass Alternativ-
methoden eingefiihrt und unterrichtet werden. Eine entsprechende Aus-
bildung der jungen Forscher ist zweifellos das beste Mittel, um den
weitgehenden Ersatz lebender Tiere in der biomedizinischen Forschung

durch alternative Methoden rasch zu erlangen.
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Politischer Vorstoss im Nationalrat

ERSATZMETHODEN UND ALTERNATIVVERFAHREN BEVORZUGEN!

Dr. med. Paul Giinter, Nationalrat und Chefarzt an der Chirurgischen
Abteilung des Regionalspitals Interlaken reichte im Juni 1986 folgende
Motion ein:

Der Bundsrat wird ersucht:

1. das Tierschutzgesetz dahingehend zu erginzen, dass, wer mit Tie-
ren Versuche anstellt, im Besitze eines eidgendssisch anerkann-
ten Ausweises sein muss, der nachweist, dass die betreffende Per-
son geniigend Kenntnisse von Methoden hat, durch welche Tierver-
suche ersetzt werden kdnnen;

2. die n&tigen Massnahmen zu treffen, um sicherzustellen, dass in
den Lehrplinen der entsprechenden Berufe die Kenntnisse von al-
ternativen Forschungsmethoden bzw. Methoden, welche Tierversuche
ersetzen, vermittelt werden und dass diese Kenntnisse gepriift und
mit einem Ausweis bestdtigt werden.

Seine Begriindung dazu lautet wie folgt:

"Die Fortschritte, die bei der Suche nach Ersatzmethoden und Alter-
nativverfahren erzielt worden sind, erlauben es, den schrittweisen
Ersatz der Tierversuche ins Auge zu fassen.

Andererseits werden die in den Tierversuchen erzielten Ergebnisse
fiir die Behandlung von Krankheiten des Menschen oft als wenig aus-
sagekriftig angesehen. Zu dieser schon oft festgestellten Problema-
tik kommen die fraglichen ethischen Aspekte eines Tierversuches.

Es ist daher sicher verniinftig zu verlangen, dass, wer in der biolo-
gisch-medizinischen und pharmazeutischen Forschung tdtig ist und
sich mit den Problemen konfrontiert sieht, die unmittelbar mit Tier-
versuchen zusammenhdngen, Methoden und Verfahren kennt, sowie anwen-—
den und entwickeln kann, die dem Tier vermeidbares Leiden ersparen."

Die Motion legt damit etwas definitv fest, das im Prinzip unbestritten
sein sollte: Eine Vorschrift aufzustellen, welche die Kenntnisse der
heutigen, aktuellen Methoden vorschreibt und deren Unterricht in Lehr-
plidnen fiir die entsprechenden Berufe festlegt. Diese Vorschrift muss
mit einer Kontrolle (z.B. Kursausweis) auf ihre Einhaltung gepriift wer-

den.
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Nachstehend ist ein méglicher Vorschlag aufgefiihrt, wie diese Idee
verwirklicht werden kénnte, nimlich durch folgende Aenderung der Tier-
versuchsordnung vom 27. Mai 1981:

= Art. 61 Abs. 3 (sind folgende Sitze anzufiigen) : Zudem muss er mit

einem vom Bund anerkannten Ausweis belegen, dass er angemessene Kennt-
nisse (ber die Ersatzmethoden und die Alternativverfahren besitzt, wel-

che die Tierversuche ersetzen kdnnen.

- Art. 61 Abs. 4 Bst. c Bevor die kantonale Behérde eine Bewilligung
erteilt, priift sie insbesondere, ob:
- Abs. 4 Bst. ¢ der Versuch nicht mit niedrigeren Tierarten oder mit

Ersatzmethoden oder Alternativverfahren durchgefiihrt werden kann.

AUSZETICHNUNG FUER ERSATZMETHODE

Der mit 10 000 Franken dotierte Férderungspreis des Kantonalen Ziixcher
Tierschutzvereins (K2TV) wurde dem Naturwissenschafter Dr. Jiirg Blaser
von der Abteilung fiir Infektionskrankheiten am Universitdtsspital Zd-
rich zugesprochen. Blaser hat eine Alternative zum Tierversuch entwik-
kelt, um die Wirkung von Antibiotika auf krankheiterregende Bakterien
zu priifen. Dabei werden bakterielle Kulturen in vitro geziichtet und
dann Antibiotikakonzentrationen ausgesetzt. Die Konzentrationsverlidufe
sind so gewdhlt, wie sie in den verschiedenen Korperfliissigkeiten und
Geweben beim Menschen nach Verabreichung von Antibiotika auftreten. Bei
der Entwicklung und Beurteilung neuer Antibiotika stellt dieses Modell
eine Alternative zum Tierversuch dar. Zudem erlaubt es die Untersu-
chung grundsédtzlicher Fragen, wie zum Beispiel, wie lange und in wel-
chem Abstand ein Antibiotikum verabreicht werden sollte. Die Methode
ermdglicht somit eine Verringerung der Tierversucle in einem Forschungs-
gebiet, in dem viele Tiere verbraucht werden.

Dr. Jirg Blaser stellt seine Methode in dieser Nummer vor (S. 16-20).
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Vertréglichkeit

tierversuchsfrei
erwiesen

Produkte, deren Vertrédglichkeit ohne Tierversuche festgestellt wurde,
sind jetzt an einem Signet - herzformig mit einem weissen Kaninchen -
erkennbar. Das Signet, das vom Verein fiir Tierrechte Bern an einer
Pressekonferenz im Oktober 1986 vorgestellt wurde, ist vom Bundesamt
fiir Gesundheitswesen genehmigt. Die Verwendung des Markenzeichens

mit dem Vermerk "Produktevertrdglichkeit tierversuchsfrei erwiesen"
ist strengen Bedingungen unterworfen. Es kann nur verwendet werden,
wenn der Hersteller nachweist, dass die Produkte (vorerst Kosmetika)
tierversuchsfrei entwickelt worden sind oder dass die Rohstoffe nach-
trdglich mit Alternativmethoden getestet wurden. Damit dient das
Signet in direkter Weise der Anwendung von Alternativmethoden in der
Praxis. Ein Hauptziel besteht darin, dass moglichst bald ein Grund-
stock alternativ getesteter Substanzen vorliegt, der einen Teil der
herkdmmlichen Tierversuche iliberfliissig macht.

Filr die Durchfiihrung nachtridglicher Tests mit Alternativmethoden
konnte eine Organisationsstruktur geschaffen werden. Zwei Labors sind
bereit, solche Forschungsauftrige durchzufiihren, das Salem-Forschungs-—
Institult in Stadtsteinach und das I.A.Z. (Institut flir angewandte
Zellkultur) in Miinchen. Fir die wissenschaftliche Beratung ist

Dr. Christoph A. Reinhardt, Institut filir Toxikologie der ETH und Uni-
versitdt Zirich, zustdndig.

Die jdhrliche Benutzungsgeblihr fiir das Signet besteht aus einer Pau-
schale von 1000 Franken zuziliglich dreier Promille des Jahresumsatzes,
der mit den signierten Produkten erzielt wurde, Ein allfidlliger Ueber-
schuss wird nach Abzug der Spesen fiir die Geschiftsstelle vollumféang-

lich fiir die F8rderung von Alternativmethoden verwendet.
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Buchbesprechung

"Alternatives to Animal Use in Research, Testing and Education"
herausgegeben vom U.S. Congr ess
Office of Technology Assessment, Washington D, C.
(Government Printing Office OTA BA 273, Februar 1986, 441 pp.)

Dass ein offizielles Staatsorgan - namlich das Biiro fiir technologi-
sche Entwicklung des amerikanischen Kongresses - ein knapp 500-
seitiges Werk Uber Alternativmethoden zum Tierver brauch herausgibt,
ist nicht nur eine fberraschung, sondern vielleicht ein 2Zeichen fir
den Willen von Bevdlkerung und Regierung der USA, konkrete Dinge zur
Realisierung wvon Alternativmethoden 2zu unternchmen. Das Buch ist
ibersichtl ich gestaltet und enthalt viele wertvolle Literaturangaben.
Als Basiswerk fUr alle interessierten Fachleute in Behérden, Indu-
strie und Universititen ist es auch fiir Laien ochne weiteres
verstandlich.

Schon im Titel muss der Begriff "Animal Use" aber Eingeweihte
stutzig machen, denn dies beinhaltet nicht nur Tierexperimente,
sondern Jjegliche Verwendung von Tieren. Die Konsequenzen dieses
Begriffs zeigen sich deutlich im Kapitel 1, wo unter mdglichen
Gesetzesvorschr iften zur Einschrankung des Tierver brauchs Organ- und
Zellentnahmen aus einem Tier als Alternativen nicht zulassig sind.
In diesem Zusammenhang wird sogar die Initiative Weber zitiert (S.
28), wobei in Erinnerung gerufen werden muss, dass dieselbe Ver-
mischung von Begriffen bei uns Einiges an Verwirrung und Unsicher-
heit Uber die Konsequenzen der Initiative hervorgerufen hat. Der
Begr iff "Alternativen zum Tierverbrauch" ist also nicht zu verwech-
seln mit unserem Begriff "Alternativen zu Tierexperimenten". Im
Ubr igen wurde der Begriff Alternativen im Sinne der 3R nach Russell
und Burch (1959) ubernommen, wie wir ihn auch fUr unser Per iodikum
definierten (siehe Alternat. Tierexp. 2, p.3, Juni 1985). Dass aber
alle Wirbellosen in die Kategorie "Alternatives" fallen (Tabelle
2.1. S. 38), sollte nicht diskussionslos hingenommen werden.

Im RKapitel 3 (Patterns of Animal Use) wurde ein Versuch gemacht,

mentellen Zwecken in den USA zu finden. Dies wurde erschwert durch

die Tatsache, dass die staatlichen Kontrollorgane in den einzelnen
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Staaten sehr unterschiedlich straff organisiert sind und Kein zen-
trales Meldesystem existiert.

Ein Kapitel (Nr. 10) dber Informationsquellen und Computer systeme

stellt die heutigen Mglichkeiten von Datenbanken zusammen (publi-
zierte und unpublizierte Daten, Literatur, Abstracts etc.). Zum Bei-
spiel wurde auch genau untersucht, warum die "Laboratory Animal Data
Bank", welche vor ca. 10 Jahren aufgebaut wurde, ein grtundlicher
Misser folg wurde und welche Mittel, Datenstrukturen und organisato-
rische Bedingungen heute zu einer wirklich brauchbaren und damit
Tier exper iment-sparenden Datenbank fUhren kénnten.

Die eigentlichen Kapitel uber Alternativmethoden (Nrn. 6, 8, Teil
von 9) hitten meines Erachtens den grossten Teil des Werks ausmachen
missen. Knappe 60 Seiten sind diesem Thema aber nur gewidmet - ein

Anteil, der kaum den vielversprechenden Titel verantworten lasst.
Ausserdem waren die Autoren offensichtlich mit Zellkultursystemen
nicht besonders vertraut, sonst hidtten im Kapitel "Alternatives to
Animal Testing" nicht alle Zellsysteme auf einer guten Seite Platz
gefunden (!). Die Strukturierung lasst hier - im Gegensatz zu den
meisten andern Kapiteln - =zu wunschen Uubrig, sind doch gewisse
7Zellsysteme zur Abschitzung des Reizpotentials (Draize-Test Ersatz)
nicht unter diesem Thema zu finden. Dafiir wird dort dem Huhner-
embr yotest nach Prof. Leighton 'umsomehr Raum gelassen (sogar zweimal
im ganzen Buch), obwohl dieser Test mangels Validierungsdaten wohl
nicht so breit dargestellt werden musste.

Alle andern Kapitel resUmieren den Verbrauch von Tieren zu verschie-
denen Zwecken in Forschung, bei Routinetests und flr die Ausbildung.
Listen von Tier farmen und Institutionen mit Tierversuchsbewilligun-
gen sind hier sehr hilfreich. Sicher braucht man diese Informationen
auch, um den bestehenen Tierverbrauch uberhaupt in den Griff zu
bekommen .

Ein kritisches und umfassendes Buch Uber Alternativen zu Tier-

experimenten ist aber noch nicht erschienen.

Ch. A. Reinhardt
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Kommentar zum Eidgentssischen Tierschutzgesetz
von Antoine F. Goetschel. 304 Seiten, geb. Fr. 68.--/DM 82,--
Verlag Paul Haupt Bern und Stuttgart

Schon bald nach dem Erlass des Eidgendssischen Tierschutzgesetzes
vor mehr als fiinf Jahren konnte man ein grosses Bediirfnis nach einem
Kommentar feststellen, welcher die Vorschriften des Gesetzes erliu-
tert. Das Gesetz enthdlt als Rahmenvorschrift viele ILiicken, die durch
die Verordnung nur zum Teil geschlossen werden, und es werden Be-
griffe verwendet, die dem Laien nicht unbedingt geldufig sind.

— Woran erkennt man etwa Schmerzen oder Leiden eines Tieres?

- Welches ist das unerldssliche Mass fiir einen Tierversuch?

- Wie ist bei einem Tierhalteverbot vorzugehen?

Es handelt sich zum Teil um juristische Begriffe, aber auch um sol-
che aus den Gebieten der Verhaltensforschung, der Veterindr- und Hu-
manmedizin und der Zoologie.

Mit beeindruckendem Fachwissen erldutert der Autor auch die nicht
juristischen Fragen und Probleme. Zahlreiche Beispiele und ein kla-
rer, einfacher Stil erleichtern dem Nichtjuristen den Einstieg in
diese einzigartige Materie. Der Kommentar richtet sich an Rechtsan-
wdlte, Richter und Amtsstellen, welche direkt oder indirekt mit
Fragen des Tierschutzes konfrontiert werden, an Medizinstudenten
und Tierdrzte, an Tierpfleger und -hdndler, Tierheimleiter, Kynolo-
gen und an alle tierschutzinteressierten Laien. Da die Tierschutz-
gesetzgebung auch die Nutztierhaltung in der Landwirtschaft ein-
gehend regelt, interessieren sich auch bduerliche Kreise an der
Publikation.

Aus dem Inhalt:

- Handel und Werbung mit Tieren - Tierhaltung

- Eingriffe an Tieren - Tiertransporte

- Schlachten von Tieren - Tierversuche

- Forschungsbeitrdge - Verbotene Handlungen

- Verwaltungsmassnahmen und an Tieren
Rechtsschutz - Strafbestimmungen

40




EPIDEMIOIOGISCHE STUDIEN BEI HAUSTIEREN

Neue Informationen zur Risikobeur teilung von Giften
in Umwelt und Ernahr ung
(Literaturbericht von Ch.A. Reinhardt)

In einer kurzlich publizierten Literaturarbeit stellten Glickman &
Domanski aus Philadelphia (ATLA 13, 267-285, 1986) [iber zeugend dar,
dass Haustiere wie Hunde und Katzen zur Entwicklung von Alternativ-
methoden zum Tierversuch direkt beitragen kénnen. Anhand von Daten
aus amer ikanischen Tierkliniken Uber Krebskrankheiten bei Hunden und
Katzen wurde eine Mglichkeit aufgezeigt, wie epidemiologische Daten
gesammelt werden sollen, wie sie zusammengestellt und am bes ten aus-
gewer tet werden. Betont wurde jedoch schon in der Einleitung, dass
eine solche Haustier-Epidemiologie im besten Fall als Ergénzung zur
Human-Epidemiologie verstanden werden kann.

Immerhin konnten auf Grund der bisher noch recht schmalen Datenbasis
bereits erstaunliche 7usammenh@nge aufgedeckt werden, welche nur
durch viel langerfristige und aufwendigere menschliche Studien
hatten zustande kommen kdnnen.

1. In einer rein deskriptiven Studie wurde als erstes die durch-
schnittliche HAufigkeit von verschiedenen Krebstypen analysiert.

Hunde zeigen einen hbheren Anteil wvon Brust- und Hautkrebs wund
Katzen (mit Ausnahme von Hautkrebs) einen viel niedrigeren Anteil
aller Krebstypen als der Mensch. Dies' muss jedoch noch abgesichert
werden, da andere Krebstypen wie Lungenkrebs nicht so leicht dia-
gnostiziert werden konnen.

In einer Vergleichsstudie verschiedener Regionen waren Blasen-

kr ebse beim Haushund signifikant hiufiger in Umwelt-belasteten Indu-
striegebieten als in l&andlichen Gegenden anzutreffen. Dies bestdtigt
analoge Studien zu menschlichen Tumor inzidenzen.
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2. In einer retrospektiven Studie wurde ersichtlich, dass die H&u-

figkeit von Knochenkrebs eng mit der Grosse und dem Gewicht der Hun-
de korreliert ist., Auf diese Untersuchung hin wurde dann bei Kindern
eine entsprechende Studie gemacht und eine adhnliche Korrelation ge-
funden.

Momentan wird eine grosse epidemiologische Studie an Hunden durch-
ge fuhrt, um den Zusammenhang zwischen Brustkrebs und Erndhrung auf-
zuhellen. Als Vorteil solcher Studien wird angefiibhrt, dass sich Hun-

de im allgemeinen im Verlauf ihres ganzen Lebens immer gleich ernah-
ren, dass aber grosse Unterschiede zwischen verschiedenen Individuen
und Rassen bestehen. Ausserdem kann der Hundehalter oft sehr viel
detaillierter und liber mehrere Jahre hinweg dle Diit seines Hundes
beschreiben, als er (oder sie) dies fir sich selber konnte.

Bei allen Untersuchungen mit krebsauslbsenden Faktoren spielt beim
Menschen der lange Zeitraum zwischen Belastung und Krebsauftreten
eine sehr erschwerende Rolle. Bei Hund und Katze geht dieser Prozess
zwar nicht so rasch wie bei Labormausen, aber doch um ein Mehr faches
rascher als beim Menschen. Dies wurde im Zusammenhang mit Lungen-
krebs und andern chronischen Lungenleiden deutlich herausgearbeitet.
Fiir Hunde aus umweltverschmutzten Wohnregionen ist eine Erhbdhung der
Tumor inzidenz jedoch nicht in der Lunge zu finden, sondern in den
Niistern, wo (beim Hund) die haupts@achlichste Filterung der Atmungs-
luft geschieht!

Chronische Lungenleiden bei #lteren Hunden korrelieren wieder sehr

eng mit denselben "polluted areas". Ahnliche Korrelationen wurden
flir Asbest-belastete Hunde gefunden. Fiir den Nachweis einer Krebsge-
fahr dung durch Passivrauchen werden jetzt Haustiere von Rauchern im
Vergleich zu Nichtrauchern in einer arossangelegten Studie genau auf
Lungenleiden hin untersucht werden. Solche Studien sind beim Men-
schen infolge von Mobilitit und Arbeitsplatzbelastung viel schwier i-
ger zu gestalten.
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3, In einer prospektiven Studie wurden einige hundert cryptorchide

Hunde (Testis-Auswanderung in Hodensack nicht abgeschlossen) im Ver-

gleich zu normalen Hunden Uber zwei Jahre untersucht, und die Vor-

rP’%

aussage einer erhdhten Hodenkrebsinzidenz konnte auch in Wirklich-
keit bei den cryptorchiden Hunden bestatigt werden. Der gleiche Z2Zu-

sammenhang besteht auch beim Menschen.

Kommentar : Da die Mehrzahl solcher Haustier-Studien noch auf sehr

unvollstindiger Datenbasis beruht, sind entsprechende Studien sehr
zu fdordern. Schon die jetzigen Er folge sollten Haustierbesitzer er-
muntern, Angaben Uber Krankheiten (auch andere als Krebsfille) ihrer
Lieblinge an entsprechende Tierspitdler weiterzugeben - wo sie in
gut geplanten Epidemiologie-Studien auch richtig ausgewertet werden

soll ten.
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COMPUTER-GESTUTZTES MOLECULAR MODELING
AN SERIN-PROTEASEN"

Edgar F. Meyer jr. und Leonard Presta
Dept. of Biochemistry & Biophysics
Texas A&M University, College Station, Texas 77843, USA

1. ZUSAMMENFASSUNG

Dieser Beitrag befasst sich mit Molecular Modeling am Enzym Elastase, genauer,
mit der computer-gestiitzten Suche nach potenten Inhibitoren. Inhibitoren sind
dem natiirlichen Substrat chemisch und strukturell dhnliche Substanzen, welche
vom Enzym zwar gebunden, jedoch nicht verdndert werden konnen und es daher nur
tempordr blockieren. Eine solche, zeitlich begrenzte Hemmung von spezifischen
Rezeptoren ist oft die Grundlage der Wirkung von Medikamenten (z.B. Hemmung des

Enzyms Renin zur Senkung des Bluthochdrucks).

18 Jahre Forschung auf dem Gebiet von Molecular Mcdeling kombiniert mit
Kristallstrukturanalyse, haben zu einem detaillierten Modell der komplexen
molekularen Wechselwirkungen zwischen Elastase und ihren Substraten gefithrt, so
dass neue Inhibitoren auf die raumlichen und elektronischen Anforderungen der

Rezeptorstelle massgeschneidert werden kénnen.

Wir haben auch die Herausforderung angenommen, die Glltigkeit eines mit
Molecular Modeling postulierten Modelles mit experimentellen Methoden zu
priifen, das heisst, den "in computo" potentesten Inhibitor jeweils zu syn-
thetisieren und die Kristallstruktur des Komplexes (Rezeptor mit gebundenem

Substrat) zu bestimmen.

" Ins Deutsche Ubersetzt von A. Vedani
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2. MOLECULAR MODELING

2.7 Elastase und andere Serin-Proteasen

Elastasen sind Enzyme, welche als Substrat das vernetzte Protein Elastin
bevorzugen. Elastin bildet die Grundlage von hochelastischem Gewebe, wu.a. 1in
Lunge und Arterienwanden. Die meisten Elastasen gehoren zur Familie der Serin-
Proteasen, einer grossen Gruppe von Enzymen, welche als Bio-Katalysator fur die
Hydrolyse von Peptid-Bindungen (z.B. Eiweiss-Abbau im Magen-Darm-Trakt) wirken
und alle eine sog. katalytische Triade, bestehend aus den drei Aminosauren Asp
102 - His 57 - Ser 195, aufweisen1. Dieser Beitrag befasst sich hauptsachlich
mit Elastase aus der Bauchspeicheldriise von Schweinen ('porcine pancreatic
elastase', im folgenden PPE genannt). Die menschliche Form dieses Enzyms ist
mbéglicherweise filr das Auftreten von Pankreatitis verantwortlichz. Menschlicher
Leukozyten-Elastase ('human leukocyte elastase’, HLE), einem verwandten Enzym,
kommt bei Lungen- Emphysemen3, Entzindungskrankheiten wie Arthritis4 oder dem
'adult respiratory distress'—Syndrom5 eine entscheidende Bedeutung zu. Von
medizinischer Seite besteht daher ein grosses Interesse an der Herstellung von
HLE-Hemmern, die Tertiar-Struktur von HLE wurde erst kiirzlich mit 1.7 A Auflo-
sung bestimmt33,

Die Aminosiuren-Sequenz (Primirstruktur) von PPE ist seit 1970 bekannts; die
raumliche Struktur (Tertidr-Struktur) wurde 1978 mit 2.5 A Auflosung’ und
kiirzlich mit 1.65 A Auflésung8 bestimmt. Die einzig bestimmte Struktur eines
PPE-Komplexes ist diejenige mit Trifluoro-acetyl-L-Lysyl-L-Alanyl-p-Trifluoro-

methylanilidg:
CHj HC - CH
I /1 A\
F3C - CO - NH - CH - CO-NH-CH~-CO-NH~-C C:—CFy
I \ /
(CHp) ¢ HC = CH

NH3*

Die Strukturbestimmung zeigte, dass dieses derivatisierte Di-Peptid (beziiglich

des in allen anderen Serin-Proteasen gefunden Bindungsmodus) rickwarts in die

aktive Stelle des Enzyms bindet10¢17,
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von den zahlreichen anderen Sadugetier-Serin-Proteasen sind lediglich die
Kristall-Strukturen von a-Chymotrypsin'2, Y-Chymotrypsin'3, des hormon-
ausschiittenden Enzyms Kallikrein14, Trypsin15 sowie zahlreicher Komplexe dieser
Enzyme1°'11'16'17 bekannt. Alle S&ugetier-Serin-Proteasen weisen einen hohen
Grad struktureller und funktioneller Homologie auf, welcher sowochl aus den
Primar-Sequenzen als auch auch aus den r&umlichen Strukturen ersichtlich wurde.
Fiir andere Saugetier-Serin-Proteasen, deren Kristallstruktur noch nicht zur
Verfigung steht (z.B, die Faktoren IXa und Xa, welche in der Thrombin-

Aktivierung involviert sind), wird daher eine homologe Struktur erwartet18.

2.2 Die aktive Stelle und deren Untereinheiten

PPE spaltet Poly-Peptidketten (Eiweisse) bevorzugt auf der Carboxyl-Seite wvon
aliphatischen Aminosduren wie Alanin, Valin oder Leucin; es wurde aber auch
schon Spaltung nach Methionin19 und Serin20 beobachtet. Die aktive Stelle von

PPE besteht aus einer Reihe von Untereinheiten ('subsites')27:

Enzym (PPE): see S5 - §4 - 83 - §2 - 81 - S51' — 52! -~ 53" eae

[ =
Substrat: NH3+ oss P5 =~ P4 < P33 - P2 - P ? P1' - P2' — P3' eee COO

Mit P werden die verschiedenen Aminosdure-Reste des Substrats (das vom Enzym zu
spaltende Molekiil), mit S die entsprechenden Kontakt-Stellen am Enzym bezeich-
net, wobei das Enzym die Substrat-Bindung zwischen P1 und P1' (Pfeil) spaltet.
PPE weist eine ausgedehnte aktive Stelle mit mindestens acht Untereinheiten auf
(55-53')22:23 pie Wechselwirkungen des Substrats mit jeder dieser Stellen he-
einflussen sowohl die Bindungsstdrke (kp) als auch die katalytische Rate
(kcat)22‘24- Weil PPE eine relativ breite Spezifizitadt aufweist (Trypsin akzep-
tiert beispielsweise nur Arginin oder Lysin an der S1-Stelle), nur mit grossen
Substrat-Molekiilen eine effiziente katalytische Rate erreichtzs'zs und
verschiedene Bindungsarten zulésstzz, miissen die kinetischen Daten besonders

sorgfaltig ;nalysiert werden.

X
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Eine grosse Anzahl von Untersuchungen hat sich mit der Bevorzugqung von
aliphatischen Aminosduren an der S1-Bindungsstelle (der sog. 'primary specifi-
city') auseinandergesetzt. S2 weist eine ausgepragte Bevorzugung fiir Prolin
aut27. Uber die anderen Bindungsstellen ist relativ wenig bekannt, wobei offen-
sichtlich ist, dass die Bevorzugung einer bestimmten Bindungsstelle auch durch
die Wechselwirkungen mit den anderen bestimmt wird. Powers und Mitarbeiter ha-

ben beispielsweise zwei Typen von Substraten mit denjenigen der reaktiven Stel-

le von a-1-Proteinase-Inhibitoren vergleichbaren Sequenzen untersucht:
+
Serie 1: CH3CO - ALA - ILE - PRO - X ? Y - ILE - PRO - PRO - NHp
{
Serie 2: CH3CO - ALA - ALA - PRO - X ; Y = ALA - NHz

X (an der Bindungsstelle P1) war entweder Methionin oder Methionin-Sulfoxid, Y
(an der Bindungsstelle P71') Serin oder Threonin, In der ersten Serie wurde
becbachtet, dass sowohl PPE als auch HLE Serin gegeniiber Threonin bevorzugten,
wahrend fir die zweite Serie das umgekehrte Verhalten festgestellt wurdeza.
Solch ein komplexes Verhalten schliesst das Aufstellen von starren Regeln,

welche die 'Subsite'-Spezifizitat festlegen, von vornherein aus.

Die Literatur zu Substraten und Inhibitoren von PPE ist sehr umfangreich und

lasst sich in drei Hauptgruppen aufteilen:

1) derivatisierte Ollgo-Peptidezz'29

2) Protein-Proteinase Inhibitoren30

3) organisch~synthetische Verbindungen

Die letzte Gruppe enthalt die pharmakologisch interessantesten Verbindungen wie
z.B. die Aza-Peptide31'32, Isocumar in-Derivate3?, Benzoxazinone3°'35, Chlor-

methyl-xetone36, N-Acylsaccharine37 und Aryl—Borséuren38.

Bei kritischer Verwendung bilden diese Informationen eine solide Datenbasis,

aus der Modelle fir medizinisch relevante Inhibitoren konstruiert werden

konnen.
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2.3 Molecular Modeling

2.3.1 Das Schloss-Schllissel-Prinzip

Kristallographische Studien an Serin-Proteasen haben gezeigt, dass sich das
Enzym bei der Bindung von Inhibitoren rdumlich kaum verdndert. Es 1st sogar
moglich, Hydrolyse von Substraten in kristallinen Serin-Proteasen photometrisch
zu beobachten, indem chromophore Abgangsgruppen (wie etwa p-Nitroanilid)
verwendet werden39. Serin-Proteasen folgen daher in erster Naherung dem
klassischen Schloss-Schliissel-Prinzip, ein Prinzip, welches von E.Fischer
bereits 1894 vorgeschlagen wurde40. Wwirde sich das biologische Schloss bel
Kontakt mit dem biologischen Schliissel seine Konformation signifikant verdandern
(Prinzip des "induzierten Fits““; z.B. beim Enzym Leber -Alkohol-
Dehydrogenase‘z, wo sich die aktive Stelle &ffnen und schliessen kann), so
misste beim Modeling ein viel grésserer konformationeller Raum abgetastet
werden, was nicht nur zeitaufwendiger wire, sondern auch weniger gesicherte

Schlisse zuliesse.

Aber auch beim Schloss-Schliissel-Prinzip, welches die Arbeitsgrundlage fur das
Modeling an PPE bildet, darf nicht von einem gdnzlich starren biologischen
Schloss ansgegangen werden. Im Gegensatz zu den verwandten Enzymen Trypsin und
Kallikrein werden die Wechselwirkungen S1-P1 nicht von elektrostatischen
Effekten dominiert. Obschon die Protein-Hauptkette die meisten Donoren und
Akzeptoren fiir H-Briicken mit dem kleinen Molekdl zur verfilgung stellt, wird die
Spezifizitat im wesentlichen durch Van-der-Waals-Wechselwirkungen iber
Aminosiuren-Seitenketten ausgebildet. Diese Krafte sind nicht gerichtet, d.h.
sie konnen sich (im Gegensatz zu H—Brﬁcken43) raumlich fast uneingeschrankt
entfalten. Das (berwiegen von solchen nicht-gerichteten Kontakten erleichtert
das optische Modeling (am Bildschirm), erh&ht aber gleichzeitig die Anzahl der
zu (berpriiffenden Konformationen. Die "Starrheit” des Rezeptors ist daher nur
relativ zu interpretieren. Obschon keine grossen Konformationsanderungen inner—
halb der aktiven Stelle erwartet werden, missen kleinere Bewegungen sowohl wvon

Haupt- als auch der Seiten-Ketten beriicksichtigt werden.

48




&Wb

LY,

w

X

2.3.2 Technik des Moclecular Modeling

Ein Modell des Rezeptors wird zunidchst an einem Grafik-Bildschirm aus den Atom-
Koordinaten aufgebaut. Gegenilber mechanischen Modellen (z.B. Dreiding-Modell),
welche fir Makromolekiile (500-5000 Atome) ungeeignet sind, l&sst sich an einem
Grafik-Bildschirm ein fast beliebig grosses Molekiil in Echtzeit, d.h. ruckfrei
und ochne Zeitverzégerung bewegen (Translation und Rotation); ebenso lasst sich
ein beliebiger Ausschnitt ausblenden (Zoomen). Mit den an unserem Labor
entwickelten Programmen 'PROTEIN' und 'SCOOP' lasst sich leicht ein Teil des
Proteins abbilden: Substrate und Inhibitoren treten meist nur mit einigen
Amino-Sauren der aktiven Stelle in Wechselwirkung, s¢ dass die Rechnungen nicht
das ganze Protein einschliessen missen. Mit dem Program 'FIT' 1l&sst sich das
optisch angedockte Inhibitor-Molekiil gegeniiber dem Hintergrund (Protein) mani-

pulieren (verschieben, drehen, andern der Konformation).

Die wichtigste Voraussetzung fiir das Entwerfen eines neuen Inhibitors, ist die
Vertrautheit des Chemikers mit der drei-dimensionalen Struktur "seines"
Rezeptors, eine Vertrautheit, welche sich nur mit vielen Stunden "Absitzen" vor
dem Grafik-Schirm erreichen 1&sst. Ein erstes Modeling vereinfacht sich
wesentlich, wenn die Serie von untersuchten Substraten oder Inhibitoren die

folgenden Kriterien erfiillt:
1. Sie gehéren zu einer Serie von analogen Substanzen
2, Filr alle Substanzen liegen kinetische Daten vor

3. Sie sollten dem natiirlichen Substrat des Enzyms strukturell

- verwandt sein

Mit Hilfe von entsprechenden kristallographischen Daten {bevorzugterweise
Rezeptor-Substrat-Komplexe) und Information (ber die energetisch giinstigste
Konformation von Substrat oder Inhibitor versucht man nun, ein Modell fir den
Bindungsmodus zu entwerfen, welches die kinetischen Daten befriedigt. In

unserer Gruppe verfolgen wir meist ein zweistufiges Vorgehen:
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Fir den Ligand muss ein ginstiger Ankerpunkt gefunden werden; fir
Oligo-Peptide soll die Seitenkette der P1-Aminosdure (wenn mdglich)
am S51-Subsite von PPE plaziert werden und die zu spaltende Bindung
in der Nahe vom Ser 195 O-Y-Atom. Im Falle einiger heterozyklischer
Inhibitoren muss das Ring-Carbonyl-O-Atom, welches wahrscheinlich
mit dem Ser 195 O-Y-Atom reagiert3%, in der Nihe des letzteren

positioniert werden.

Zur Zeit sind wir mit dem Modeling des mikrobakteriellen Inhibitors
Leupeptin“ (Acetyl-Leu-Leu-Arginin-Aldehyd) beschaftigt. Gleichzei-
tig wird versucht45, die Kristallstruktur dieses Komplexes zu ldsen.
In diesem Falle haben wir nicht nur den nicht-gebundenen Komplex
modelliert (wo der Anker durch die elektrostatische Wechselwirkung
der Arg Seitenkette mit der Asp 189-Seitenkette im S§1 Subsite gebil-
det wird), sondern haben auch ein Modell fiir den kovalenten Komplex,
wo das Ser 195 O-Y-Atom mit der Arginin-Seitenkette ein Halbacetal
bildet, konstruiert. Dabei wirken sowohl ASP 189 als auch die

kovalente Bindung als Ankerpunkte.

Der ndchste Schritt beinhaltet den Aufbau eines plausiblen Wasser-
stoffbriicken-Netzwerkes zwischen Enzym und Ligand, gefolgt von der
Beriicksichtigung hydrophober Wechselwirkungen. Im Falle des Trypsin-—
Leupeptin-Komplexes resultierten drei verschiedene Bindungmodi (vgl.
Abbildung 1): Zwei davon weisen das gleiche H-Briickenschema auf,
unterscheiden sich aber in den hydrophoben Wechselwirkungen, wahrend
der dritte durch ein verschiedenes H-Briickensystem charakterisiert

ist.
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Abbildung 1 Schematisches Diagramm des (nicht-kovalenten) Trypsin-Leu-
peptin-Komplex-Modelles: Zwei Modelle mit gleichem Wasser-
stoffbricken-Netzwerk, aber verschiedener Orientierung des
Leu 2 (Drehung um Ca-CB-Bindung ist durch den Pfeil ange-

deutet) .
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Im optimalen Fall wird eine dieser Bindungsarten deutlich bevorzugt

7

sein. Leider ist es aber  melstens so, dass verschiedene
Bindungsarten vergleichbare Kandidaten abgeben. Von Auge lassen sich
solche Anordnungen nicht mehr klassieren und milssen daher, wie wir
das fiir die drei Trypsin-Leupeptin-Mcdelle gemacht haben, mit
Kraftfeld-Rechnungen (Molecular Mechanics) optimiert werden. Obschon
wir z.2t. die Kristallstruktur noch optimieren, liegt diejenige
Struktur mit tiefster Kraftfeld-Bindungsenergie der experimentell

gefundenen Anordnung am nichsten.

Ist der Chemiker einmal mit der Rezeptor-Topologie vertraut und kann er mit
Molecular Modeling und Molecular Mechanics Modelle vorschlagen, welche mit den
bekannten experimentellen Daten ibereinstimmen, kann er in einem n&dchsten
Schritt das Modeling auf Substanzen erweitern, fir welche noch keine
kinetischen Daten erhaltlich sind, d.h. pharmakologisch aktive Inhibitoren vor-

schlagen.

2.3.3 Weitere Beispiele

In unserem Labor wird z.Zt. auch das Modeling von Substraten mit der allgemei-
nen Formel Acetyl-Pro-Ala-Pro-X-NHp (X=Gly,Ala,Val,Leu) verfolgt, fir welche
kinetische Daten zur Verfiigung stehen27. Es wurden vier mogliche Bindungsarten
vorgeschlagen. In zwei von diesen Modellen wird ein antiparalleles B-Faltblatt
zwischen PPE und dem Substrat ausgebildet, welches demjenigen &hnlich ist, das
in der Trypsin-Trypsininhibitor Struktur gefunden wurde'?, Eine andere
entspricht dem inversen Bindungsmodu523, wahrend im vierten Komplex das Alanin
zwischen den beiden Prolinen im S1-Subsite lokalisiert ist. Zur Diskriminierung
sind wiederum Kraftfeld-Rechungen geplant. Vorlaufige Ergebnisse deuten darauf
hin, dass eine der antiparallelen B-Faltblattstrukturen energetisch am
ginstigsten liegt (vgl. Abbildung 2).
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Abbildung 2 Vorgeschlagenes Modell fiur den PPE-Komplex mit Acetyl-L-
Pro-L-Ala-L-Pro-L-Ala-NHp: His 57 in der Mitte links; Ser
195 rechts oberhalb davon. Das Substrat bildet H-Brucken zu
den N-Atomen der Protein-Hauptkette. Das endstandige CRB des
Substrates ist im S1-subsite lokalisiert (Pfeil).

3. EXPERIMENTELLE BESTATIGUNG

3.1. Mogliches Vorgehen

Die Bindungsweise eines Liganden an einen Rezeptor kann mit verschiedensten
experimentellen Techniken untersucht werden. Am gebrauchlichsten sind kinetiJ
sche Messungen, Spektroskopie (NMR, ESR, Photospektrometrie) und kristallo-
graphische Methoden (Réntgen- und Neutronenbeugung).

Kinetischen Messungen werden bei weitem am haufigsten angewandt; meist stehen
sie auch am Beginn einer Versuchsreihe zur groben Abschatzung der pharmakologi-
schen Aktivitdt einer Verbindungsklasse. Jedoch sind Aussagen {ber den

detaillierten Bindungs-Mechanismus aufgrund kinetischer Messungen allein sehr
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schwierig. Beispielsweise haben wir mit Molecular Modeling 2-substituierte 4H-
3,1-Benzoxazin-4-on-Inhibitoren von PPE  untersucht, Unter Vervendung
kinetischer Daten aus der Literaiur haben wir zwei deutlich verschiedene
Bindungsarten vorgeschlagen. Beide scheinen stereochemisch vernunftig und sind
mit den Literaturdaten in OUbereinstimmung. Die scheinbar nicht mogliche
Reduktion auf eine Bindungsart kénnte als Versagen des Modeling interpretiert
werden, doch missen aufgrund dieser Modelle Substanzen synthetisiert werden,
welche dann die wahre Bindungsart aufzeigen. Effizientes 'Drug Design' bedarf
der wiederholten Interaktion zwischen Modeling und Synthese.

Wie bereits erwdhnt, milssen kinetische Daten zur Voraussage einer Bindungsart
vorsichtig interpretiert werden. Scheinbar analoge Substanzen kdnnen deutlich
verschiedene Bindungsmodi aufweisen. Acetyl-Ala-OCH3 und Acetyl-Ala-Ala-0CHj3
sind beispielsweise Substrate von PPE, wahrend Acetyl-Ala-NHz und Acetyl-Ala-
Ala-NH; Inhibitoren sind, d.h. weder die endstdndige noch die Ala-Ala-
Peptidbindung wird gespaltenzz. Offensichtlich £ithrt die Anderung der P1'-
Gruppe (Methylester --> Amid) zu einer inaktiven Bindungsart. Die Unterschiede
beruhen nicht auf der Unfahigkeit wvon PPE, endstandige Amid-Bindungen zu
spalten (da Acetyl-Ala-Ala-Ala-NH; und l&ngere Peptide durch PPE gespalten
werdenzz), sondern auf der Méglichkeit, dass die kleineren Peptide in einer
zweiten, unproduktiven Art ans Enzym binden. In &dhnlicher Weise sind t-
Butoxicarbonyl-Ala-Ala-p-Nitroanilid und Acetyl-Ala-Ala-Ala-p-Nitroanilid
Substrate wvon  PPE, wahrend Trifluoro-Acetyl-Ala-Ala-p-Nitroanilid und
Trifluoro-Acetyl-Ala-Ala-Ala-p-Nitroanilid nur Inhibitoren sina®, pie letz-
teren binden wahrscheinlich in einer von der produktiven Bindungsart radikal
verschiedenen Weise ans Enzym, was durch kristallographische9 und  NMR-
Untersuchungen47 gestlitzt wird: In den Trifluoro-Acetyl-Verbindungen ist die
Ala-p-Nitroanilid-Bindung nicht in Kontakt mit dem Ser 195 O-Y-Sauerstoff-Atom.

3.2 Kristallographische Studien an PPE

Kristallographische Studien sind die sicherste Art, Bindungs-Hypothesen aus dem
Molecular Modeling zu testen. Nicht jeder Rezeptor-Ligand-Komplex ist aber zur
kristallographischen Untersuchung geeignet; PPE-Komplexe haben sich in mehrerer
Hinsicht als giinstig erwiesen: Das reine Enzym ist leicht erhaltlich, Kristalle
wachsen in 3-5 Tagen und lassen sich leicht in sog. Cryo-Solventien (mit 70%
Methanol filr erhdhte L&slichkeit von Substraten oder Inhibitoren) 1l&sen, und

die Kristalle streuen bis ca. 1.3 A.
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Fiir viele Verbindungen war es iilberraschend einfach, die Komplexe mit PPE fir
die kristallographischen Untersuchungen vorzubereiten. Durch Tranken eines PPE-
Kristalles in der Lésung des Liganden lasst sich ein Substrat oder Inhibitor
ohne weiteres in PPE einfithren. Kristalle von PPE wurden beispielsweise in
einer Losung von Acetyl-L-Ala-L-Pro-L-Ala-p-Nitroanilid getrankt. Nach einer
stunde verfarbten sich die vormals farblosen Kristalle gelblich, was auf die
Anwesenheit von abgespaltenem p-Nitrocanilid zuriickzufilhren war. Ein Datensatz
mit 1.65 A Aufldsung zeigte zwei deutliche Differenz-Elektronendichte-Peaks (E-
Dichte Komplex minus E-Dichte des freien Enzyms) in der aktiven Stelle des
Enzyms: Der eine in der S-Region, der andere in der S'-Region. Anschliessende
Verfeinerungen (gegenwdrtiger R-Wert : 18%; R-Wert = Zuverlassigkeitsindex) be-
stitigten die Bindung von zwei Tripeptid-Fragmenten (Acetyl-L-Ala-L-Pro-L-Ala-

C007), was zu mehreren Schlussfolgerungen filhrte:

1. Die Produkt-Tripeptide sind nicht kovalent ans Enzym gebunden.

2. Die einzige bedeutende elektrostatische Wechselwirkung zwischen
Enzym und Tripeptiden ist diejenige der endstandigen Carboxyl-Gruppe
des einen Tripeptides und der Aminosauren-Seitenkette von Glu 62,
eines zweiten, benachbarten Enzym-Molekiils. Die Carboxyl-Gruppe des
anderen Tripeptides liegt ausserhalb des Enzyms im  Losungs-
mittelbereich.

Nur einige wenige Wasserstoff-Briicken fixieren die beiden Tripeptide

in der aktiven Stelle. Es scheint daher, dass vor allem Van-der-

“w
.

Waals-Interaktionen fiir die primare Anziehung zwischen Enzym und

Ligand verantwortlich sind,

4. Nachdem das p-Nitroanilid-Chromophor abgespalten wurde, dissoziiert
das Tripetid-Produkt und bindet erneut in der erweiterten aktiven
Stelle.

5. Diese Resultate zeigen Details einer alternativen Bindungsart,
welche sonst kaum hatten vorausgesagt werden kénnen. Nun, wo sie
bekannt sind, geben sie Hinweise, wie potentielle Substrate oder
Inhibitoren modifiziert werden kénnen, um die Bindungs-Affinitdt und

-Spezifizitat zu beeinflussen.
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Es kann auch vorkommen, dass nach erfolgreichem Einfithren des Liganden in den
PPE-Kristall der so erhaltene Komplex Oher die Zeitspanne zerfdllt, welche zur
Datenaufnahme benotigt wird (Tage bis Wochen). Die Bindung eines Inhibitors
kann den Kristall sprengen und so zerstéren, was z.B. beim Tranken wvon PPE-
Kristallen in (1mg/ml) Lésung des mikrobischen Inhibitors Elastinal? geschah -

der Kristall loste sich binnen vier Stunden ganzlich auf.

Hochauflésende Kristallstruktur-Bestimmungen konnen ein genaues Bild der
Bindungsart eines Inhibitors abgeben. Verglichen mit  kinetischen oder
spektroskopischen Untersuchungen sind sie jedoch sehr aufwendig. Einige Zahlen
sollen die Komplexizitat der Methode andeuten: Wir haben kirzlich die Kristall-
Struktur von PPE mit einem derivatisierten Cumarin%8 geldst. Das Substrat be-
steht aus 17 Nicht-H-Atomen, wahrend PPE 1822 davon aufweist. Die Messdauer mit
'rotating anode' Methode dauerte fiir eine Auflésung von 1.8 A zehn Tage. Aus
42'053 vermessenen Reflexen wurden insgesamt 16'310 unabhingige Reflexe erhal-
ten. Wegen der im Vergleich zum Enzym nur geringen Grosse des Inhibitors werden
durch dessen “"Anwesenheit” nur relativ wenige Reflexe signifikant beeinflusst:
Flir 1399 Reflexe betrug der Unterschied im Strukturfaktor (genormter Reflex)
mehr als 20%, fir 53 Reflexe mehr als 100%, fir 14 mehr als 300%, wahrend ein
Reflex gar um den Faktor 30 verschieden war. Insgesamt wurden also weniger als
1% der Reflexe durch den Inhibitor beeinflusst. Trotzdem filhrte die Summe die-
ser Daten zu einer wohldefinierten Elektronendichte-Karte, welche auf Grafik-

Bildschirmen dargestellt und ausgewertet werden konnte.

Kristallographische Experimente lieferten oft den Beweis, dass mechanistische
Zuordnungen nicht allein auf kinetischen Daten basieren sollten. Die erwahnten
Untersuchunqen49 haben klar eine kovalente Bindung zum O-Y- Sauerstoffatom von
Ser 195 gezeigt, wAhrend die erwartete Bindung zu His 57 nicht beobachtet wur—
de. Das Acetat-Ion aus der Puffer-Lésung (0.1M Acetat, 0.1M Sulfat, pH 5.0) hat
das Benzoyl-Chlorid aus der primdren Spezifizitdts-Stelle verdrangt. Ein sol-
ches Resultat war aus den zur Verfilgung stehenden kinetischen Daten nicht zu
erwarten. Es konnte jedoch hinterher durch entsprechende Messungen verifiziert
werden?0, Hochaufgeldste Kristalldaten sind daher fiir eine eindeutige Zuweisung

der wesentlichen Interaktionen ven Enzym und Ligand unerlasslich.
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5. SCHLUSSFOLGERUNGEN

Bis heute haben nur wenige Chemiker Zugang zu hochaufgelOsten Kristall- Struk-
turen "ihres" Rezeptors und zu interaktiven Modeling-Systemen, um struk-
turelle Korrelationen zu entsprechenden kinetischen Daten abzuleiten. Unsere
Gruppe beteiligt sich an der Entwicklung entsprechender "Werkzeuge" und, was
noch wichtiger ist, an der Verifizierung der Resultate mittels Experimenten.
Molecular Modeling wird immer beniitzerfreundlicher, so dass es bald jeder
Chemiker in sein Instrumentarium einbauen kann; d.h. bel gegebener Rezeptor-
Topologie, Kenntnissen des Reaktions-Mechanismus (mit dem natiirlichen Substrat)
und einem Computer-Grafik-System sollte er ungezwungen mit seinen Ideen Edr ei-
ne neue Verbindung "spielen" konnen und in kurzer Zeit Information (ber deren

spezifische Eigenschaften beziiglich des untersuchten Rezeptors erhalten.

Molecular Modeling kann auch in anderen Gebieten der Biotechnologie zur Anwen-
dung gelangen. Vorschldge bezilglich kiinstlicher protein-Modifikationen ('site
specific mutagenesis', d.h. dem Austausch einzelner Aminosduren im Protein)
kénnen mit Molecular Modeling an einer bekannten Protein-Struktur wesentlich
beschleunigt werden. In Kombination mit Kraftfeld-Rechnungen erlauben sie eine
schnelle Evaluation verschiedener Modifikationen einer einzelnen Amino-Saure-
Position im Protein oder wvon gleichzeitiger Variation verschiedener Amino-
Sauren, bevor die entsprechende Gen-Mutation und Gen-Expression ausgefihrt wer—

den konnte.

Mit der rasenden Expansion der wissenschaftlichen Datenbanken (400 Proteine in
der Brookhaven Protein Data Bank51, iiber 50'000 Strukturen "kleiner" Molekile
in der Cambridge Structural Databasesz) kann auch interaktives Modeling das
Vorstellungsvermégen des Chemikers, komplexe strukturelle Zusammenhange zZu Ver-
stehen, erweitern. Dies entspricht dann dem, was unter ‘rational drug design'
(Vorschlage fiir spezifische Medikamente unter zuhilfenahme der eigenen und Com-

puter-Ratio) verstanden werden sollte.
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BERICHT UBER DEN "4th INTERNATIONAL WORKSHOP ON IN VITRO TOXICOLOGY"
“ Crieff, Scotland, 8.-12. September 1986

Knapp hundert fast ausschliesslich europdische Toxikologen aus Hoch-
schule, Industrie und Registr ierbehdrden trafen sich in einem Heil-
bad-Hotel eines siidschottischen Kleinstddtchens, um uber aktuelle

Probleme bei der Erkennung von zell- und organschidigenden Chemika-

lien durch in vitro, bzw. Alternativmethoden 2zu diskutieren. Acht
grosse Themen standen auf dem Programm:

1. Allgemeine Zytotoxizitat

£y

Schon das erste Thema gab zu der engagierten Diskussion Anlass, wie-
weit der Begriff "allgemeine Zytotoxizitat" uUberhaupt sinnvoll sei.
Vielmehr waren die eigentlichen Endpunkte oder Parameter, wie 2ell-
tod, Wachstumshemmung, 2Zytoskelett-Veranderungen, Morphologie, Anti-
oxidantien-Gehalt etc. 2zur Charakterisierung eines Tests zweckmas-
siger und informativer. Solche Tests gibt es serienweise, einige.
davon sind mit mehr als 100 Substanzen validiert. Der Vergleich mit
gut ausgewahlten in vivo Daten wie Augenreizung ist durchgehend als
gut bezeichnet worden. |

2. Lungentoxizitat - s

Aus der kaum Uberblickbaren Vielzahl von in vitro Zellsystemen zeig-
te M. Chamberlain (Unilever, England) mit einfachen Tests (wie
Enzym-Abgabe und Koloniebildung) an Miusemakrophagen und Hamster-
lungenzellen gute Korrelationen zu komplexen 1in vivo Reaktionen wie
Fibrose und Lungenkrebs - dies aber nur fiir wenige gut bekannte
Mineralproben wie Asbestfasern und Quarzstaub. Da solch gute Korre-

~lationen nur unter ganz speziellen Bedingungen auftreten, ist eine

pr aktische Anwendbarkeit fur unbekannte Substanzen hier zum vornher-
ein sehr fraglich. Lungenspezifischere Endpunkte wurden bei anderen
Versuchsanordnungen gemessen, sSo0o Kollagensynthese von Fibroblasten

(D. Kirchhofer et al. ETH & Univ, 2lirich; G.C. Priestley Univ. Edin-

burgh) und metabolische Aktivitat an speziell selektionierten
Lungenzell-Linien (F. Wiebel et al. GSU Minchen). Es muss aber.

‘betont werden, dass eine verlassliche Lungentoxikologie 1in vitro

noch kaum in Ansatzen existiert.

3. Immun-Toxikologie

Y e N g S Sl e . S s s ol

Dasselbe gilt fiir in vitro Tests zur Erkennung von immuntoxikologi-
schen Veranderungen. Im Vortrag von W. Seinen (Utrecht) wurde aber
auch klar, wie unbefr iedigend auch die Tiermodelle fiir diese junge,
immer wichtiger werdende Sparte in der Toxikologie sind.

4, Lebertoxizitat

Naturgemiiss war die grdsste Anzahl von Beitriagen diesem Thema gewid-
met, wobei neben Kokulturen (Hauptreferat von Ch, Guguen-Guillouzo,
Rennes) und verschiedenen Metabolismus~Studien auch eine leicht ver-

besser te Gefriermethode fuUr Hepatozyten vorgestellt wurde (J.N.
Lawr ence & D.J. Benford, Univ. Surrey, England). |
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5. Nierentoxizitat
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Ahnlich wie in der Lunge konnen in der Niere sehr unterschiedliche

Zelltypen, bzw. Organteile betroffen werden, was ein einfaches in:

vitro-System als Ersatz zum ganzen Organ (Jeschweige denn zum Ganz-
tier) praktisch verunmdglicht. Das Referat von P.H. Bach (Univ.
Surrey, England) zeigte aber auch, wie wertvoll frisch isol ier te
Zellen aus gewissen Nierenregionen zur Bestimmung von biochemischen
Ver ander ungen durch Giftstoffe sein kbonnen.

VO e, Sl el el sl il

Das ausserst komplexe Gebiet der Teratologie in vitro wurde durch O.
Flint (Preistrdger 1986 der EFPIA, Dachverband Europ. Pharm. Indu-
strie; ICI, Macclesfield, England) in einem Uber sichtsr eferat darge-
stellt, vom technischen Aspekt her aber nur gestreift. Sein Test-
system mittels frisch isolierten Rattenembryonenzellen wird bereits
routinemassig (Uber 1000 Substanzen) zur Priifung neuer Chemikalien
verwendet. Eine verbesserte Var iante seiner Massenkulturen von Bein-
anlage-Zellen (A. Kistler, Hoffmann-LaRoche, Basel), sowie wver-
schiedene Embryo-Kulturen (L. Cicurel & B.P. Schmid, Zyma, Nyon; H.
Spielmann et al. BGA, Berlin) waren Anlass heftiger Diskussionen
einerseits Uber die Grenzen der Aussagekraft reiner in vitro-Systeme
fur eine Risikoabschi8tzung beim Menschen, andererseits Uber die

Frage, ob' Embryokulturen uberhaupt als in vitro-Systeme eingestuft
wer den dur ften.

6. Teratologie (Frucht-Missbildungen)

7. Neurotoxizitit

L L e R B T T T — pe—-—"

Uber das ebenfalls komplexe Gebiet der Hirnschiadigungen referierte
A. Harvey (Univ. Strathclyde, Glasgow), wobei er neben Inver tebraten
speziell selektionierte Zell-Linien (z.B. PC 12; Neur oblastomazellen,
E. Walum et al., Univ. Stockholm) zum Aufbau von Alternativtests
empfahl. Frisch isolierte Zellen seien demgegeniiber schwierig zu
standardisieren, heterogen in der Zusammensetzung der Zelltypen so-
wie kaum von humaner Herkunft. Da die in vivo-Tests sehr unempfind-

lich sind, muss weiterhin intensiv nach guten in vitro-Systemen

gesucht werden.
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Das letzte, vom Thema her vielversprechende Kapitel war leider eine
Enttduschung wvom 1Inhalt her. Einige kleine Validierungsstudien
wurden vorgestellt, aber nichts Konkretes zur Einflhrung neuer
Alternativmethoden vorgeschlagen, obwohl dies doch das Wesentl ichste
- fur die meisten Workshop-Teilnehmer gewesen ware.

Aus den Erfahrungen der ersten sieben Sessionen, sowie friuherer
Meetings und Workshops kann folgende positive Bilanz gezogen werden:

Eine stdndig wachsende Zahl von betroffenen Toxikologen in Industr ie,
Hochschulen und Registrierbehdrden nehmen die Anliegen der Tier-

schutzbewegungen im Sinne der 3R nicht nur ernst, sondern tun auch
etwas fur deren praktische Realisier ung.

Ch.A. Reinhar dt
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1 "ERSATZMETHODEN ZUM TIERVERSUCH"

Y

veranstaltet vom Projekttrager fiir Biotechnologie
(seit Januar 1986: Projektrdger Biologie, Okologie, Energie)
des Deutschen Bundesminister ium fiir For schung und Technologie (BMFT)
in der Kernforschungsanlage Jiilich am 13./14. Oktober 1986

Das deutsche Bundesministerium filir Forschung und Technologie (BMFT)
ladt Jjedes Jahr alle von ihm unterstiitzten Projektleiter ein, um
Uber den Stand ihrer Arbeiten im Rahmen eines ®ffentlich 2zugingli-
cher Seminarien 2zu berichten. Diesmal wurde nun die Gelegenheit
geboten, sich Uber die teilweise seit 1982 1laufenden Projekte
betreffend Ersatzmethoden zu Tierexperimenten (16 in der Industrie,
24 in deutschen Hochschulen) Zu informieren. PFir die Finanzierung
dieser Projekte sind 1986 ca. 16 Mio DM eingesetzt worden (1985:
10 Mio DM). In den nAchsten Jahren soll diese Forschungsfdrderung
noch verstarkt werden, vorausgesetzt, dass wissenschaftlich fundier-
te und thematisch relevante Projekte eingereicht werden. | |

Rund 250 Teilnehmer (iberwiegend Beitragsempfinger) besuchten den
Anlass und diskutierten auf Grund von etwa 30 Kur zberichten und 20
schriftlichen Darstellungen (in Buchform, siehe Literaturangabe)
engagiert Uber Detailfragen und Strategien der einzelnen Projekte.
Die Beitragsempfanger waren ausdriicklich gebeten worden, uber die
Moglichkeiten der Reduktion, bzw. des Ersatzes von bestimmten Tier-
ver suchen eine genaue Aussage zu machen, was in den meisten Fallen
zu einer "Berechnung" von Phantasiezahlen fiihrte. Hier zeigte sich
in aller Scharfe die Problematik der Fragestellung fir eine For-
schungsfdorderung von "Ersatzmethoden zum Tierversuch", kdnnen doch
auf einigen Gebieten (z.B. der Grundlagenforschung) nicht einmal
Zahlen genannt werden iiber die Anzahl durchgefiihrter Ver suche eines
bestimmten Themenkreises, geschweige denn uUber die zukiinftige Ent-
wicklung weg von solchen Versuchen.

Die Themenkreise der Projekte umfassten folgende Schwerpunkte:

FUnf sehr unterschiedliche Projekte betreffend Ner venzellen

(Schmerzforschung mittels Elektrophysiologie, pharmakologische Un-

tersuchungen, Grundlagenforschung an reinen Gliazellkulturen) wurden
vorgestellt, wobei die Anwendung dieser Systeme als Alternativen zu
Tierexper imenten oft unklar blieb oder nicht praktikabel erschien.

Mehrere Beitrage Uber Herzzellkulturen, glatte Muskelzellen und
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Magenschleimhautzellen beschrieben Screening-Systeme, welche eine
organspezifische Wirkung von pharmakologisch aktiven Substanzen
nachweisen sollten, dies unter Einsparung mdglichst vieler Ganz-
tiere. Zwei Projekte betrafen Leberzellkulturen, wobei ein Gross-
projekt die Bedingungen von Isolierung, Kultur, Mischkultur und Ge-
frieraufbewahrung optimieren soll. Erfolge zum letzten Thema wurden
bereits angeklindigt, aber noch nicht im Detail mitgeteilt, da die

Publikation noch abgewar tet werden muss..
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Aus dem Bereich Immunologie kam ein er fr ischend optimistischer Bei-

trag zum Konzept "Screening fir entzundungshemmende Arzneimittel™.
Anstelle der Ausserst schmerzhaften Pfotentests an Meer schweinchen
und Ratten, welche zudem kaum mehr auf die Entdeckung wirklich neuer
Wirkstoffe hoffen lassen, wurden reine in vitro Systeme anhand von
weissen Blutkdrperchen von Schweinen und des Menschen vorgeschlagen.

Andere Proijekte sollen Verbesserungen bringen bei der Produktion von

monoklonalen Antikdrpern ohne Ascites Tumoren (fiir Hochschul for-
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schung}, sowie bei der Erkennung von Kar zinodenen und Chemotherapie-

resistenten Tumorzellen. | | . :
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Am zweiten Tag war Uber einige neue Ansitze zum Einsatz von Gross-
und Kleincomputersystemen zur selektiven Wirkstoffsuche (Molecular

Modelling) zu 'hdren, Teilweise waren diese Projekte mit NMR-Studien

kombiniert, um die Form und Bindungsstdrke von Rezeptor und Wirk-

stoffmolekiil unter physiologischen, wassr igen Bedingungen besser
simulieren zu kbonnen. | :

Der Draize-Test-Ersatz gab erwar tungsgemiss zu hitzigen Diskussionen
Anlass, obwohl - oder gerade weil - sich hier die Alternativmethoden
bereits weltweit in der fortgeschrittenen Phase der Validierung be-
finden, d.h. sehr bald in der Praxis akzeptiert sein werden. Zwei
verschiedene Methoden an der Eihiille des Huhner embryos wurden u.a.

vorgestellt, wobei die Zeit leider fehlte, um die Systeme wirklich
kritisch zu durchleuchten. | |

In der Schlussdiskussion wurden neben einigen Wor tgefechten uber
MOglichkeiten und Grenzen von Alternativmethoden vor allem die Ziele
und die Strategie des BMFT-Forderungsprogramms unter die Lupe genom-
men, Das Programm scheint. gqut anzulaufen und geht jetzt im vierten
Jahr seines Bestehens aus der Versuchsphase in die produktive Phase

uber, was u.a. aus der stattlichen Zahl guter Projekte ersichtlich
war ., Ausserdem ist die hohe Prisenz von Wissenschaftlern an diesem
Seminar Uber Erwar ten der Veranstalter ausgefallen. Dies kann als

deutliches Zeichen dafiir gewertet werden, dass Alternativmethoden.
auch unter deutschen Wisenschaftlern salonfahig werden.

Kommentar

Die Freisetzung von geniigend Bundesgeldern kann dem BMFT nicht hoch
genug angerechnet werden, ist doc¢h dies im Vergleich zur Schweiz

dusserst vorbildlich und nachahmenswert. Der von der Par lamentar ier-
gruppe fur Tierschutzfragen induzier te Finanzpool miisste jetzt ent-

sprechend grossziigig durch die Schweizer Bundesbehdrden gefiillt
werden. | “ | |

Ch.A. Reinhardt
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