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Fiir jedes Arzneimittel, das bei Menschen
oder Tieren angewandt werden soll, miis-
sen Qualitidt, Wirksamkeit und Unbe-
denklichkeit in einem Zulassungsver-
fahren nachgewiesen werden [1-3]. So-
bald ein Arzneimittel fiir den Markt zu-
gelassen ist, sind in der Regel keine expe-
rimentellen Priifungen mehr notwendig.
Eine Ausnahme stellen ,,biomedizinische
Arzneimittel“ dar, die aufgrund ihrer bio-
logischen Herkunft besonders tiberwacht
werden. Bei ihrer Herstellung werden u. a.
Viren, Bakterien und Zellen verwendet,
die naturgemif} einer biologischen Vari-
abilitdt unterliegen. Aufgrund ihrer kom-
plexen Zusammensetzung und der Viel-
zahl an makromolekularen Inhaltsstoffen
ist die Priifung dieser Produkte aufwendi-
ger als die chemisch hergestellter nieder-
molekularer Arzneimittel. Fiir Impfstoffe,
Immunseren, Allergene und Blutproduk-
te ist deshalb die staatliche Chargenprii-
fung [1, 3] vorgeschrieben. Die durchzu-
fithrenden Untersuchungen und Priifkri-
terien sind im Européischen Arzneibuch
[4] festgelegt. Chargen, die den Vorgaben
nicht entsprechen, werden von den Kon-
trollbehérden nicht freigegeben und diir-
fen vom Hersteller nicht in Verkehr ge-
bracht werden.

Bei der Chargenpriifung vieler biome-
dizinischer Arzneimittel werden zur Ab-
schitzung der Gesamtwirkung aller ent-
haltenen Komponenten auf den Empfin-
ger traditionell Tierversuche eingesetzt.
Insbesondere bei der Priifung von Impf-
stoffen sind Tierversuche gesetzlich vor-
geschrieben. Dagegen werden Immun-
globuline, Allergene und aus Blutplasma
hergestellte Produkte hauptsachlich mit-
tels In-vitro-Tests gepriift. Auch fiir neu-
artige Impfstoffe (z. B. gentechnisch her-
gestellte Vakzine) sind keine Tierversuche
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mehr vorgesehen, da diese Produkte sehr
gut charakterisiert sind und ihre Qualitat
durch spezifische Testmethoden gut kon-
trolliert werden kann. Der Schwerpunkt
des vorliegenden Beitrags wurde deshalb
auf die Chargenpriifung von traditionel-
len Impfstoffen gelegt, da hier ein grof3es
Verbesserungs- und Einsparpotenzial fiir
Tierversuche liegt.

Einsatz und Grenzen
von Tierversuchen

Tierversuche fiir die
Chargenpriifung von Impfstoffen

Die fiir Impfstoffe geforderten Tierver-
suche konnen in a) Priifungen zur Wirk-
samkeitsbestimmung und b) Priifungen
zur Unbedenklichkeit gegliedert werden.

Wirksamkeitspriifung. Zur Ermittlung
der Wirksamkeit wird haufig ein Infek-
tionsversuch durchgefiihrt. Hierbei wer-
den Versuchstiere (meist Mause oder
Meerschweinchen) mit unterschiedlichen
Mengen des zu testenden Impfstoffs im-
munisiert und zeitversetzt mit dem ent-
sprechenden Krankheitserreger infiziert.
AnschliefSend wird beobachtet, wie vie-
le Tiere gesund bleiben bzw. erkranken
oder sterben. Hieraus wird berechnet,
wie gut die durch den Impfstoff erziel-
te Schutzwirkung ist. Diese Priifmethode
fithrt zwangslaufig dazu, dass Versuchstie-
re, die nur geringe Impfstoffmengen oder
keinen Impfstoff (Kontrolltiere) erhalten
haben, Krankheitssymptome entwickeln
bzw. sterben. Weitaus weniger Leiden ver-
ursachen serologische Wirksamkeitstests,
die schon fiir einige Impfstoffe gesetzlich
vorgeschrieben sind. Hier wird Tieren, die
mit dem zu priifenden Impfstoff immu-
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nisiert wurden, Blut entnommen und da-
rin der Gehalt an schiitzenden Antikor-
pern bestimmt.

Unbedenklichkeitspriifung. Unbedenk-
lichkeits- bzw. Sicherheitspriifungen sol-
len gewdhrleisten, dass keine krankma-
chenden Erreger(bestandteile) im End-
produkt enthalten sind. Bei Impfstoffen,
die aus inaktivierten Krankheitserregern
hergestellt werden, ist ein Ausschluss von
infektiosen Erregern gefordert. Diese Prii-
fung erfolgt haufig in Zellkulturen, kann
jedoch auch an bebriiteten Hithnereiern
(Influenzaimpfstoffe [5-7]), an Labortie-
ren (Tollwutimpfstoffe fir Tiere [8]) oder
an den jeweiligen Zieltieren (Impfstof-
fe gegen die Chinaseuche bei Kaninchen
[9]) gefordert sein. Der Nachweis gilt als
erbracht, wenn eine definierte Anzahl von
Tieren symptomfrei iiberlebt.

Bei Toxoidimpfstoffen (z. B. Tetanus-
vakzine), die aus inaktivierten Toxinen
von Krankheitserregern hergestellt wer-
den, miissen die ,,Abwesenheit von Toxin
und Irreversibilitdt des Toxoids“ nachge-
wiesen werden. Dies erfolgt beispielswei-
se durch Injektion des zu prifenden Ma-
terials in Meerschweinchen [10, 11]. Ent-
wickeln die Tiere keine Krankheitssymp-
tome, gilt das Material als ausreichend si-
cher.

Eine weitere Unbedenklichkeitsprii-
fung im Tier ist der fiir viele biomedizi-
nische Arzneimittel geforderte Test auf
fieberauslosende Substanzen (Pyrogene).
Fir diesen Test wird die Kérpertempera-
tur bei Kaninchen gemessen, denen die
zu testende Substanz zuvor intravends in-
jiziert worden war [12]. Fiir diese Messung
werden die Tiere iber mehrere Stunden
immobilisiert, was eine erhebliche Belas-
tung darstellt.
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Die hier beschriebenen Tierversuche
stellen eine Auswahl dar und sind nicht
umfassend. Mit ihnen sollen die Wirk-
samkeit und Unbedenklichkeit jeder ein-
zelnen Charge iberpriift werden, be-
vor das Produkt Menschen oder Zieltie-
ren verabreicht wird. Doch wie sind die
Ergebnisse aus solchen Tierversuchen zu
bewerten? Wo sind deren Grenzen, wie si-
cher ist die Aussage, die damit getroffen
werden kann?

Grenzen von Tierversuchen

a. Viele der im Arzneibuch vorgeschrie-

benen Tierversuche sind historisch
gewachsen und entsprechen nicht
mehr dem aktuellen wissenschaftli-
chen Stand, da sie nie nach modernen
Kriterien validiert wurden. So basie-
ren die vorgeschriebenen Tierzah-
len und verwendeten Tierarten haufig
auf historischen Erfahrungen statt auf
wissenschaftlichen Analysen. Ein Bei-
spiel hierfiir ist der Test auf anoma-

le Toxizitat. Diese Unbedenklichkeits-
priifung war fiir alle Impfstoffe und
viele andere biomedizinische Produk-
te vorgeschrieben. Jahrzehntelang ha-
ben sowohl Hersteller als auch Kon-
trollbehérden die ,,Unschadlichkeit®
jeder Charge mit diesem Test nach-
gewiesen: Jeweils 2 Meerschweinchen
und 5 Méusen wurde das zu testen-
de Produkt injiziert. Wenn die Tiere
7 Tage symptomfrei tiberlebten, galt
der Test als bestanden. Diese Priifung
geht auf Unschadlichkeitstests zurtick,
die vor iber 100 Jahren fiir Diph-
therie- bzw. Tetanussera entwickelt
worden waren. In den 1940er-Jah-
ren wurde der Test von FDA (Food
and Drug Administration, USA) und
WHO in die Minimalanforderung
firr Impfstoffe und Sera aufgenom-
men. Hierauf basierend, wurden 1975
in Deutschland Empfehlungen fiir
die Priifung von Impfstoffen und Se-
ra formuliert, die diesen Test als Un-
schédlichkeitspriifung vorsahen. So-
mit fand der Test auf anomale Toxizi-
tat Eingang in die Arzneibiicher, oh-
ne dass seine Aussagekraft jemals un-
tersucht worden war. Nachdem ei-

ne statistische Analyse aller verftigba-
ren Ergebnisse gezeigt hatte, dass die-

se Priffung ungeeignet ist, Verunrei-
nigungen im Endprodukt zu erken-
nen, und sie nur einen geringen pra-
diktiven Wert besitzt [13, 14], wurde
sie ersatzlos aus fast allen Monografi-
en des Européischen Arzneibuchs ge-
strichen [15].

. Uber die tatsichliche Relevanz der bei

einem Tierversuch erhaltenen Ergeb-
nisse fiir den Menschen (bzw. fiir die
Zieltierart) ist oft wenig bekannt. Dies
zeigt sich z. B. an dem Histamin-Sen-
sitivitdtstest, der zum Nachweis von
noch vorhandenem Pertussistoxin in
Impfstoffen gegen Keuchhusten an-
gewendet wird. Da die Wirkung von
Pertussistoxin im Tiermodell nicht
direkt messbar ist, erfolgt der Nach-
weis an Midusen indirekt mittels der
Histamin-sensitivierenden Wirkung
des Toxins [16]. Diese Nachweisme-
thode, die fiir ihre geringe Zuverlis-
sigkeit bekannt ist [17], beruht auf ei-
nem Mechanismus, der fiir die Toxin-
wirkung beim Menschen wenig re-
levant ist. Auch ist unklar, ob die im
Tierversuch erreichte Nachweisgrenze
auf den Menschen tibertragbar ist, da
die fiir den Menschen toxische Dosis
von Pertussistoxin nicht bekannt ist.

. Die Ergebnisse von Tierversuchen

sind von vielfdltigen Faktoren abhén-
gig - so z. B. vom verwendeten Tier-
stamm, Alter, Geschlecht und Ge-
sundheitszustand der Tiere, von den
Haltungsbedingungen (stressauslo-
sende Faktoren) etc. Diese Vielzahl
an Faktoren fithrt hiufig zu starken
Schwankungen und damit zu einer
verminderten Zuverldssigkeit der Tes-
tergebnisse.

. Die Aussage von Tierversuchen ist

aufgrund der erhaltenen Ja/nein-Ant-
wort (das Tier erkrankt oder bleibt
gesund) meist rein qualitativ. Eine
quantitative Aussage wird erst durch
die Verwendung groflerer Tiergrup-
pen bzw. durch Testung des zu prii-
fenden Materials in verschiedenen
Verdiinnungsstufen moglich.

. Tierversuche sind hdufig zeitintensiv

und meist auch okonomisch unvor-
teilhaft, da sie oft mehrere Wochen
dauern und die Haltung der Tiere ho-
he Kosten verursacht. Zudem erfor-
dern Genehmigungs- bzw. Anzeige-
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pflichten fiir Tierversuche einen ho-
hen Verwaltungsaufwand.

Ethische Aspekte fithren dazu, dass
Tierversuche bei einem breiten Teil
der Bevolkerung auf Widerstand sto-
Ben. Die gesellschaftliche Diskussi-
on tiber Tierversuche wird jedoch oft
sehr emotional gefiihrt und sollte auf
eine sachliche Basis gestellt werden:
Den zweifelsfrei wichtigen (und ge-
setzlich verankerten) Tierschutzbe-
langen steht ebenso das gesellschaftli-
che Bediirfnis nach hochstmaoglicher
Sicherheit und Wirksambkeit der Arz-
neimittel gegeniiber. Gerade bei Impf-

stoffen — im Gegensatz zu anderen
Arzneimitteln werden diese an Ge-
sunde verabreicht, um eine Erkran-
kung zu verhindern - werden von der
Offentlichkeit sichere Produkte ohne
schwere Nebenwirkungen erwartet.

Das,,3R-Konzept”

Das erstmals im Jahr 1959 von Russell
und Burch [18] beschriebene ,,3R-Kon-
zept“ sieht vor, dass Tierversuche soweit
wie moglich durch tierfreie Methoden er-
setzt werden sollen (,,Replacement®). In
den Fillen, in denen ein Ersatz nicht mog-
lich ist, sollen die Methoden so verbes-
sert werden, dass weniger Versuchstiere
bendtigt werden (,,Reduction”) und dass
die Versuche mit einer geringeren Belas-
tung fiir die Versuchstiere verbunden sind
(,Refinement®).

Bereits 1997 wurde darauf hingewie-
sen, dass die Arzneibuchvorschriften fiir
Impfstoffe und Sera viele Ansatzpunkte
fiir Verbesserungen in 3R-Hinsicht bieten
[19]. Inzwischen wurden zahlreiche Tier-
versuche [20] durch Alternativmethoden
ersetzt oder nach den 3R-Prinzipien ver-
bessert (B Tab. 1). Das Paul-Ehrlich-Ins-
titut beschiftigt sich seit vielen Jahren mit
der Entwicklung und Implementierung
von 3R-Methoden fiir die Qualitatskon-
trolle von biomedizinischen Arzneimit-
teln (B Tab. 2).

Strategien fiir den Ersatz von
Tierversuchen (Replacement)

Der standige Zuwachs an biologischem
Grundlagenwissen erlaubt es, fiir immer
mehr Fragestellungen geeignete In-vitro-



Zusammenfassung - Abstract

Modelle zu entwickeln. Beispiele fiir sol- Bundesgesundheitsbl 2014 - 57:1173-1180  DOI 10.1007/s00103-014-2033-1
che Strategien sind: © Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2014

a. Das Vorhandensein bestimmter uner-

wiinschter Substanzen (z. B. von Py- H. Behrensdorf-Nicol - B. Kramer

rogenen oder Toxinen) lisst sich in Reduktion von Tierversuchen in der
Zellkulturen nachweisen, sodass ein experimentellen Arzneimittelpriifung
Einsatz lebender Tiere in den entspre- Zusammenfassung
chenden Tests auf Unbedenklichkeit Um die Qualitat biomedizinischer Arzneimit- und dass die durch den Versuch verursachten
nicht mehr erforderlich ist. tel sicherzustellen, ist fiir viele Produkte die Schmerzen und Leiden fiir die Versuchstiere
Ein Beispiel hierfiir ist der Monozy- experimentelle Priifung jeder hergestellten maglichst gering sind (,Refinement”). Dieses
tenaktivierungstest zum Nachweis von Produktcharge vorgeschrieben. Vor allem bei 50g.,3R-Konzept” ist inzwischen auch in der
Pyrogenen. Dieser Test beruht darauf, der Priifung von Impfstoffen werden dafiir Gesetzgebung fest verankert. In den vergan-
dass Monozyten Botenstoffe freiset- traditionell Tierversuche eingesetzt. So wird genen Jahren konnten viele vorgeschriebene
. z. B. die Wirksamkeit von Impfstoffen hau- Tierversuche durch tierfreie Alternativen er-

zen, sobald sie auf Pyrogene treffen. fig durch Infektionsversuche an Versuchs- setzt oder nach diesen 3R-Prinzipien verbes-
Bei dem Test werden humane Mono- tieren bestimmt. Auch die Unschddlichkeit sert werden; zahlreiche Alternativmethoden
zyten mit der zu priifenden Substanz von Impfstoffchargen wird meist in Labortie- befinden sich in der Entwicklung. Der Weg ei-
in Kontakt gebracht und anschlielend ren nachgewiesen. Viele Tierversuche sind je- ner neuen Methode von der Entwicklung bis
die freigesetzten Botenstoffe gemes- doch mit deutlichen Nachteilen (geringe Ge- hin zur gesetzlichen Implementierung ist je-

. nauigkeit, fragliche Ubertragbarkeit, unkla- doch sehr langwierig. Zusétzliche regulatori-
sen'. Erhdhte Wer'te defuten auf Pyroge- re Aussagekraft) behaftet. Auch aus ethi- sche MaBnahmen zur Erleichterung der Vali-
ne im Testmaterial hin. Der Test wur- schen Griinden und Tierschutzaspekten wird dierung und Implementierung neuer 3R-Me-
de 2010 als Alternative zu dem Kanin- die Durchfiihrung von Tierversuchen von der thoden kénnten daher zu einer schnelleren
chen-Pyrogentest in das Européische Offentlichkeit kritisch gesehen. Daher geht und konsequenteren Umsetzung des 3R-Kon-
Arzneibuch aufgenommen [21]. ein starker Trend dahin, Tierversuche még- zepts in der Arzneimittelpriifung beitragen.

b. Auch molekularbiologische In-vit- lichst durch tierfreie Methoden zu ersetzen ) }
L (,Replacement”). Falls ein Ersatz nicht még- Schliisselwérter

ro-Methoden wie die Polymeraseket- lich ist, sollen die erforderlichen Tierversuche 3R-Konzept - Alternativmethoden -
tenreaktion (PCR) kénnen fiir den 50 verbessert werden, dass dafiir moglichst Tierversuche - Impfstoffpriifung - In-vitro-
Nachweis unerwiinschter Kompo- wenige Tiere benétigt werden (,Reduction”) Tests

nenten (z. B. Kontaminationen mit
Fremdviren) genutzt werden und so
die entsprechenden Tierversuche er-

Reduction of animal experiments in experimental drug testing

setzen. Abstract

c. Fiir die Wirksamkeitsbestimmung In order to ensure the quality of biomedical reduce pain and suffering caused by the ex-
mancher Impfstoffe hat sich die products, an experimental test for every sin- periment to a minimum (“refinement”). This
Quantifizierung des Antigengehalts gle manufactured batch is required for many “3R concept”is meanwhile firmly established

o . ) products. Especially in vaccine testing, animal in legislature. In recent years many mandato-
mit immunchemischen In-vitro-Me- experiments are traditionally used for this ry animal experiments have been replaced by
thoden als ausreichend erwiesen, so- purpose. For example, efficacy is often deter- alternative in vitro methods or improved ac-
dass hier ein Tierversuch nicht mehr mined via challenge experiments in labora- cording to the 3R principles; numerous alter-
erforderlich ist. tory animals. Safety tests of vaccine batches native methods are currently under develop-

are also mostly performed using laboratory ment. Nevertheless, the process from the de-

. . animals. However, many animal experiments velopment of a new method to its legal im-
SFratEglen zur Vemnge_rung von have clear inherent disaydvantages Zow accu- plen?entation takes a long time. Ther%fore,
Tierversuchen (Reduction) racy, questionable transferability to humans, supplementary regulatory measures to fa-

unclear significance). Furthermore, for ethi- cilitate validation and acceptance of new al-

a. Eine wiChtige Strategie zur Verrin- cal reasons and animal welfare aspects ani- ternative methods could contribute to a fast-
gerung von Tierversuchen sind die mal experiments are also seen very critical by er and more consequent implementation of
Identifizierung von Testmethoden, the public. Therefore, there is a strong trend the 3R concept in the testing of biomedical

R . . ] towards replacing animal experiments with products.
die sich als uberﬂu551g oder wenig methods in which no animals are used (“re-
aussagekriftig erwiesen haben, und placement”). If a replacement is not possi- Keywords
deren Streichung aus dem Arznei- ble, the required animal experiments should 3R concept - Alternative methods - Animal
buch. Fin Beispiel hierfiir ist der be- be improved in order to minimize the num- experiments - Vaccine testing - In vitro tests
reits beschriebene Test auf anomale ber of animals necessary (“reduction”) and to
Toxizitét.

b. Ein weiterer Ansatz ist die internatio-
nale Harmonisierung der Priifanfor- ergebnisse zwischen den EU-Staa- dagegen haufig abweichende Priifvor-
derungen fiir Arzneimittel. Innerhalb ten gegenseitig anerkannt, um Dop- schriften, oder es werden dort weiter-
der EU gelten bereits einheitliche An- pelpriifungen zu vermeiden [22]. In hin Tests gefordert, die in Europa be-
forderungen; zudem werden die Priif- aufSereuropéischen Landern gelten reits abgeschafft worden sind. Des-
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Tab. 1 Beispiele fiir die Implementierung von 3R-Methoden im Europaischen Arzneibuch

Strategie Betroffene Arzneimittel [Arzneibuch-Monographien]
Ersatz von Tierversuchen

Monozytenaktivierungstest zum Nachweis von Pyroge-  Diverse Humanimpfstoffe, Blutprodukte, Antibiotika etc.2 [2.6.30]
nen anstelle des Kaninchentests

Bestimmung der Resttoxizitat von Toxoidimpfstoffen Impfstoffe gegen Diphtherie [0443]

an Zellkulturen statt im Tierversuch Pertussisimpfstoffe, azellular [1356]
In-vitro-Methoden zur Quantifizierung des Antigen- Impfstoffe gegen Hepatitis A und Hepatitis B [2.7.14, 2.7.15]
bzw. Antikdrpergehalts statt Infektionsversuch Veterinarimpfstoffe gegen Newcastle Krankheit [0870]

Tetanus-Immunglobuline?® [0398]

Fremdvirusausschluss durch molekularbiologische Me-  Gefliigelimpfstoffe inaktiviert® [2.6.25]
thoden statt im Tierversuch

Verringerung von Tierversuchen

Streichung des Tests auf anomale Toxizitat Diverse Human- und Veterinarimpfstoffe, Blutprodukte, Antibiotika etc.2 [0153, 0062]
Streichung des Unbedenklichkeitstests im Zieltier Fast alle Veterinarimpfstoffe< [0062]

Wirksamkeitspriifung durch Ein-Dosis-Ansatz statt Inaktivierte Tollwutimpfstoffe fiir Menschen und fiir Tiere? [0216, 0451]
Mehrdosen-Infektionsversuche Impfstoffe gegen Diphtherie [2.7.6], Tetanus [2.7.8] und Pertussis® [2.7.16]

Serologische Wirksamkeitsbestimmung fiir alle Impf- Kombinationsimpfstoffe gegen Diphtherie, Tetanus und Pertussis? [2.7.6, 2.7.8, 2.7.16]
stoffkomponenten in gleicher Tiergruppe

Genomanalyse (MAPREC) als Zusatztest vor Neurovi- Poliomyelitisimpfstoffe (oral)2 [0215]

rulenztest®

Verbesserung von Tierversuchen
Wirksamkeitsbestimmung durch Serologie statt Infek-  Impfstoffe gegen Diphtherie, Pertussis, Tetanus? [2.7.6, 2.7.8, 2.7.16]
tionsversuche® Inaktivierte Tetanusimpfstoffe fiir Tiere? [0697]
Inaktivierte Tollwutimpfstoffe fiir Tiere? [0451]
Clostridienimpfstoffe fiir Tiere? [0362, 0363, 0364]
Rotlaufimpfstoffe fiir Schweine® [0064]
Leptospiroseimpfstoffe [0447, 1939]
Veterinarimpfstoffe gegen Newcastle Krankheit [0870]
Einsatz friiher Endpunkte Allgemeine Monographien fiir Human- und Veterindrimpfstoffe? [0153, 0062]
Infektionsversuche zur Wirksamkeitspriifung fiir inaktivierte Tollwutimpfstoffe? [0216, 0451],
Tetanusimpfstoffe [2.7.8] und Diphtherieimpfstoffe [2.7.6]
Histamin-Sensitivitatstest fiir Pertussisimpfstoffe [2.6.33]

aMethoden wurden unter Beteiligung des Paul-Ehrlich-Instituts entwickelt, validiert oder gestrichen. °Methoden beinhalten neben einer Verbesserung auch eine Reduktion
von Tieren. ‘Unbedenklichkeitstest wurde fiir 2 inaktivierte Impfstoffe fiir Schweine beibehalten, jedoch in,Residual Toxicity” umbenannt.

Tab. 2 Aktuelle Projekte im Paul-Ehrlich-Institut zur Entwicklung und Validierung von 3R-Methoden

Testzweck Tierversuch Alternativmethode

Unbedenklichkeit von Tetanusimpfstoffen fiir Men- Toxizitatstests im Meerschweinchen Bindungs- und Spalttest (BINACLE)?

schen und Tiere

Quantitative Wirksamkeit von Tollwutimpfstoffen fiir ~ Infektionsversuch in der Maus Serologie (Mehrdosentest)?

Tiere Elektroimmunodesorption®

Unbedenklichkeit von azelluldren Pertussisimpfstof- ~ Histamin-Sensitivierungstest im Meer- Zelltest (CHO-Hamsterzelltest)°

fen (1356, 2.6.33) schweinchen (HIST)

Aktivitat von Botulinumtoxinen fiir Menschen Toxizitatstest in der Maus Biochemischer In-vitro-Test®

Wirksamkeit von Tollwutimpfstoffen fiir Menschen Infektionsversuch in der Maus Serologie (Mehrdosentest)°
Glykoproteinbestimmung®

Wirksamkeit von Impfstoffen gegen Enzephalomyeli-  Titration im Ei bzw. Kiiken (Schlupftest) Immunochemischer Test (ELISA)?, ZelltestP

tis bei Geflugel

Inprozesskontrolle von Clostridium-septicum-Toxin Letalitatstest in der Maus Zelltest®

bzw. Toxoid

Wirksamkeit von Tuberkulinen Hauttest im Meerschweinchen Lymphozytenproliferationstest®,
Massenspektrometrie®

Unschadlichkeit von Veterinarimpfstoffen Untersuchung der Lokalreaktionen am Bildgebende Verfahren (Infrarotthermographie,

Zieltier Magnetresonanztomographie)®

sEntwicklungsphase abgeschlossen, internationale Validierungsstudien laufen. ®Test in der Entwicklung.
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halb miissen weltweit vermarkten-
de Arzneimittelhersteller zusitzliche
Priifungen vornehmen, um die je-
weils geltenden Vorschriften einzu-
halten. Eine noch stérkere internatio-
nale Vereinheitlichung der Priifvor-
schriften konnte helfen, tiberfliissige
Tierversuche zu vermeiden.

¢. Um die Zahl der verwendeten Tiere
zu minimieren, sollte fiir jeden Tier-
versuch mithilfe statistischer Metho-
den (z. B. durch Simulationen auf der
Basis vorliegender Versuchsdaten) die
geringstmogliche Tierzahl ermittelt
werden, mit der Ergebnisse zuverlas-
sig ermittelt werden konnen.

d. Auch die Optimierung von Teststrate-
gien kann zur Reduzierung von Tier-
versuchen beitragen. So mussten z. B.
bei Tetanus-Diphtherie-Kombinati-
onsimpfstoffen die Wirksambkeitsbe-
stimmungen fiir die Tetanus-Kom-
ponente und die Diphtherie-Kom-
ponente urspriinglich in getrennten
Tierversuchen an unterschiedlichen
Tierarten erfolgen. Inzwischen kon-
nen beide Bestimmungen mittels Se-
rologie an der gleichen Tierart durch-
gefiihrt werden.

e. Wihrend der Fokus der Impfstoffprii-
fung frither vor allem auf der Kont-
rolle des Endprodukts mithilfe von
Tierversuchen lag, geht der Trend bei
modernen Impfstoffen hin zu einer
umfassenden Kontrolle des gesamten
Herstellungsprozesses durch In-vitro-
Methoden. So sollen eine hochgradi-
ge Gleichformigkeit der Produktions-
bedingungen gewiéhrleistet und Ab-
weichungen zwischen einzelnen Pro-
duktchargen reduziert werden [23].
Dieser Trend wird langfristig zu ei-
nem verringerten Bedarf an Tierver-
suchen fiihren.

Strategien zur Verbesserung von
Tierversuchen (Refinement)

a. Anstelle von Infektionsversuchen
konnen zur Wirksamkeitsbestim-
mung von Impfstoffen in vielen Fal-
len serologische Tests eingesetzt wer-
den. Ein solcher Test wurde z. B. fiir
die Chargenpriifung von Tollwut-
impfstoffen fiir Tiere entwickelt [8].
Da hierfir statt einer Infektion nur

eine Blutentnahme erforderlich ist,
erkranken und sterben die Versuchs-
tiere nicht mehr an Tollwut. Zudem
konnte die hierfiir notwendige An-
zahl von Tieren um 80 % reduziert
werden.

b. Durch die Einfithrung , frither End-
punkte konnen klinische Anzeichen
(z. B. Veranderungen der Korpertem-
peratur oder spezifische Symptome)
anstelle des Todes der Versuchstie-
re als Abbruchkriterien bei Tierver-
suchen verwendet werden. Um wei-
teres Leiden zu verhindern, werden
Tiere, die die als Endpunkt gewahlten
Symptome aufweisen, aus dem Ver-
such genommen und schmerzlos ge-
totet oder angemessen behandelt. Der
Einsatz frither Endpunkte wird durch
gesetzliche Vorgaben unterstiitzt [22,
24, 25].

c¢. Grundsatzlich sollten Eingriffe, die
fiir die Versuchstiere mit grofien
Schmerzen verbunden sind (wie in-
trazerebrale Injektionen) nur unter
Narkose durchgefiihrt werden [22].
Dariiber hinaus miissen die Tiere bei
Bedarf eine addquate Schmerzbe-
handlung erhalten. Gute Kenntnisse
iiber das Verhalten von Versuchstie-
ren und regelmiflige Verhaltensbeob-
achtungen ermdglichen, Schmerzen
frithzeitig zu erkennen und zu behan-
deln.

Entwicklung und Etablierung
von 3R-Methoden

Gesetzliche Vorgaben

Die wichtigste Vorgabe ist die EU-Richt-
linie 63/2010 zum Schutz der fiir wissen-
schaftliche Zwecke verwendeten Tiere
[22], die darauf abzielt, die Entwicklung
und Anwendung alternativer Testansétze
im Sinne der 3R zu férdern. Sie gibt u. a.
vor, dass Tierversuche nur dann durchge-
fithrt werden diirfen, wenn es keine nach
EU-Recht anerkannte, tierfreie Methode
gibt. Falls es keine Alternative gibt, sollen
die erforderlichen Tierversuche so durch-
gefithrt werden, dass die Zahl der beno-
tigten Tiere auf das erforderliche Mini-
mum reduziert wird; zudem soll fiir die
Versuchstiere ein moglichst hohes Schutz-
niveau gewahrleistet werden (z. B. durch

Bundesgesundheitsblatt - Gesundheitsforschung - Gesundheitsschutz 10 - 2014 ‘ 1177

Verwendung frither Endpunkte und Ein-
satz von Narkose- und Schmerzmitteln).
Die Richtlinie verpflichtet zudem die EU-
Mitgliedstaaten, die Entwicklung und Va-
lidierung von Alternativmethoden zu f6r-
dern.

Auch das Europdische Arzneibuch
setzt sich fiir einen schrittweisen Riickzug
aus der Verwendung von Tieren fiir Test-
zwecke ein [26]. Es erlaubt z. B. fiir Arz-
neimittelpriifungen generell den Einsatz
von 3R-Methoden anstelle der im Arz-
neibuch genannten Tierversuche, solan-
ge diese die Erfiillung der Qualititsvorga-
ben fiir das Produkt zweifelsfrei belegen
konnen. Tierversuche zur Impfstoffprii-
fung sollen generell mit moglichst weni-
gen Tieren unter weitestgehender Vermei-
dung von Schmerzen und Leiden durch-
gefiihrt werden [24, 25].

Der 3R-Gedanke spiegelt sich auch in
nationalen Gesetzen (1, 27] wider: Tier-
versuche diirfen nur dann durchgefiihrt
werden, wenn sie unerlésslich sind und
der verfolgte Zweck nicht durch andere
Verfahren erreicht werden kann.

Forderung von 3R-Forschung
und Entwicklung

Finanzielle Unterstiitzung

Finanzielle Unterstiitzung fiir For-
schungs- und Entwicklungsprojekte im
Bereich ,,Alternativmethoden zum Tier-
versuch® bietet z. B. das Bundesministeri-
um fiir Bildung und Forschung im Rah-
men eines umfangreichen Férderpro-
gramms. Auch die Europdische Kommis-
sion hat verschiedene Forderprogramme
aufgelegt, die sich vor allem an ldnderii-
bergreifende Konsortien mit Teilnehmern
aus Hochschule und Industrie richten.
Weitere Fordergelder werden z. B. von der
Stiftung zur Férderung von Ersatz- und
Ergianzungsmethoden zur Einschrin-
kung von Tierversuchen, der Zentralstelle
zur Erfassung und Bewertung von Ersatz-
und Erginzungsmethoden zum Tierver-
such (ZEBET) oder der Stiftung Animal-
free Research bereitgestellt. Zudem hat die
Doerenkamp-Zbinden-Stiftung die Ein-
richtung mehrerer 3R-Lehrstiihle an in-
ternationalen Universitidten ermoglicht.
Auch Auszeichnungen fiir herausragen-
de 3R-Projekte tragen zur Forderung bei.



Leitthema

2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013

Testentwicklung + interne Validierung
(2003-2008):

- Methodenentwicklung

- Testoptimierung

- Vergleich mit Tierversuch

- Laborinterne Validierung

- Veroffentlichung der Methode

Externe Validierung (2008-

2010):

- Transferierbarkeitsstudie

- Internationale Ringstudie

- Veroffentlichung der
Studienergebnisse

Implementierung (2007-2013):

- Présentation der Methode vor relevanten Gremien
- Antrag auf Revision der Arzneibuch-Monografie

- Diskussion in der Arzneibuch-Expertengruppe

- Kommentierung durch EU-Mitgliedstaaten

- Ausarbeitung der finalen Anderungsversion

- Annahme durch die Arzneibuch-Kommission

- Veréffentlichung der gednderten Monografie

= Inkrafttreten der Anderung

Abb. 1 A Der lange Weg einer Alternativmethode von der Entwicklung zur Aufnahme in das Arznei-
buch. Die vielféltigen Schritte und formale Abldufe, die eine 3R-Methode durchlaufen muss, sind hier
am Beispiel der Implementierung des serologischen Wirksamkeitstests fiir Tollwutimpfstoffe fiir Tie-

re dargestellt

Neben Tierschutzforschungspreisen, die
von Bund und Lindern verliechen wer-
den, zeichnen z. B. auch die Deutsche For-
schungsgemeinschaft, die Ludwig-Maxi-
milians-Universitit Miinchen oder die
European Partnership for Alternative Ap-
proaches to Animal Testing (EPAA) wis-
senschaftliche Arbeiten auf dem 3R-Ge-
biet aus.

Organisationen, die zur Férderung
der Entwicklung, Validierung

und Implementierung von
3R-Methoden beitragen

Die Europiische Arzneimittelagentur
setzt sich fiir die Anwendung der 3R-
Prinzipien ein, indem sie u. a. die interna-
tionale Harmonisierung der Priifanforde-
rungen fiir Arzneimittel fordert und 3R-
Aspekte bei der Erarbeitung von Richtli-
nien berticksichtigt. Zur Forderung der
3R-Belange wurde eine Expertengruppe
(joint expert group on 3Rs) etabliert, die
u. a. die Ausschiisse fiir Human- und fiir
Tierarzneimittel zur Anwendung der 3R-
Prinzipien berit.

Eine wichtige Rolle bei der Férderung
der Implementierung von 3R-Methoden
spielt das Europdische Direktorat fiir die
Qualitat von Arzneimitteln und Gesund-
heitsfiirsorge (EDQM). Es unterstiitzt seit
vielen Jahren die Umsetzung der 3R-Prin-
zipien durch die Arzneibuchkommission,

die kontinuierlich die Arzneibuchtexte
auf 3R-Kriterien tiberpriift und bei Be-
darf geeignete Alternativmethoden ein-
fiigt oder Methoden, die sich als nicht re-
levant erwiesen haben, streicht. Zusatz-
lich befasst sich das Biologische Standar-
disierungsprogramm mit der Validierung
und Etablierung neuer 3R-Methoden und
setzt sich fiir die internationale Harmoni-
sierung von Priifungsanforderungen ein.

Die EPAA besteht u. a. aus Reprasen-
tanten der Europdischen Kommission,
der Kontrollbehérden und der Industrie.
Thr Hauptziel ist die Férderung der Ent-
wicklung, Validierung und Akzeptanz
von 3R-Methoden im Bereich der Arznei-
mittelpriifungen (u. a. bei der Impfstoff-
priifung) durch die Vernetzung von Wis-
sen und Ressourcen.

Das Europiéische Zentrum zur Vali-
dierung alternativer Methoden befasst
sich seit 1991 mit der Validierung von
3R-Methoden und wurde 2011 zum Re-
ferenzlaboratorium der EU zur Validie-
rung alternativer Methoden (EURL EC-
VAM) ernannt. Seine Hauptaufgabe be-
steht in der Koordinierung der Validie-
rung von Alternativmethoden auf EU-
Ebene. Ein Schwerpunkt liegt auf Metho-
den zur Qualitdtskontrolle und Sicher-
heitspriifung von biomedizinischen Arz-
neimitteln. Unterstiitzt wird EURL EC-
VAM durch ein europdisches Netzwerk
von Laboratorien sowie durch einen Be-

1178 | Bundesgesundheitsblatt - Gesundheitsforschung - Gesundheitsschutz 10 - 2014

ratungsausschuss (ECVAM Scientific Ad-
visory Committee). Dariiber hinaus be-
treibt EURL ECVAM zusammen mit Va-
lidierungszentren aus den USA, Kanada
und Japan eine Initiative zur internationa-
len Zusammenarbeit bei der Validierung
alternativer Testmethoden.

Auch die ZEBET entwickelt und va-
lidiert 3R-Methoden im Bereich vorge-
schriebener toxikologischer Testverfah-
ren, setzt sich in internationalen Gremien
firr die Anerkennung und Implementie-
rung von Alternativmethoden ein und be-
treut eine Datenbank tiber 3R-Methoden.

Von der Entwicklung einer
Methode bis zur gesetzlichen
Implementierung

O Abb. 1 zeigt den Weg einer Alterna-
tivmethode von der Entwicklung bis
zur Aufnahme in das Européische Arz-
neibuch am Beispiel des serologischen
Wirksamkeitstests fiir Tollwutimpfstoffe
fur Tiere.

Die Idee fiir eine neue Alternativme-
thode basiert meist auf Erkenntnissen aus
der Grundlagenforschung oder Erfah-
rungen aus der téglichen Priifpraxis. In
der Regel miissen fiir die Umsetzung des
3R-Projekts zunédchst Fordergelder ein-
geworben werden. Dann wird durch ex-
perimentelle Arbeiten das Grundgeriist
der neuen Methode etabliert; anschlie-
lend folgen Studien zur Optimierung der
Testbedingungen. Die Entwicklungsphase
umfasst meist mehrere Jahre.

Im Rahmen der Validierung muss die
Zuverlassigkeit und Relevanz der neuen
Methode unter standardisierten Bedin-
gungen nachgewiesen werden. Die Vali-
dierung erfolgt in mehreren Stufen: Zu-
néichst wird laborintern getestet, ob die
Methode den Anforderungen an Sensi-
tivitat, Spezifitit und Reproduzierbar-
keit gentigt [28, 29]. Meist werden dabei
auch der urspriingliche Tierversuch und
die Alternativmethode miteinander ver-
glichen. Anschlieflend wird die Ubertrag-
barkeit des Testprotokolls auf andere La-
bore gepriift. Erst wenn diese Schritte er-
folgreich durchlaufen wurden, erfolgt eine
Testung in europaweiten Ringstudien, die
z. B. durch EDQM oder ECVAM koordi-
niert werden. Die Validierungsphase kann
mehrere Jahre dauern. Eine vollstindige



Validierung ist eine grundlegende Voraus-
setzung fiir die regulatorische Akzeptanz
einer Methode [30].

Um eine breite Akzeptanz fiir eine 3R-
Methode zu erreichen und deren Aufnah-
me in das Arzneibuch zu beschleunigen,
ist eine frithzeitige Einbindung der rele-
vanten Gremien (z. B. EDQM, Arznei-
buch-Expertengruppen, Kontrollbehor-
den, Priiflabore) und auch der Industrie
sinnvoll. So kénnen friithzeitig von allen
Beteiligten Einwande erhoben und An-
regungen aufgenommen werden. Ist die
Eignung der 3R-Methode durch erfolg-
reiche Validierung nachgewiesen, kann
ein Antrag zur Anderung der betroffenen
Monografie(n) bei der Arzneibuchkom-
mission eingereicht werden. Wird die An-
derung befiirwortet, wird die zustandige
Expertengruppe mit der Formulierung ei-
ner Neufassung beauftragt, die dann zur
Kommentierung veréffentlicht wird. Die
Kommentare werden von den Experten,
meist unter Einbeziehung des Antragstel-
lers, erértert und ggf. in die Monografie
aufgenommen. Die finale Fassung der
Monografie muss dann von der Arznei-
buchkommission genehmigt und in Kraft
gesetzt werden. Das gesamte Prozedere bis
zur Rechtsverbindlichkeit kann sich iiber
einige Jahre hinziehen und erfordert ein
hohes Maf an kontinuierlichem Engage-
ment und Durchhaltevermdgen der Ini-
tiatoren.

Probleme und Hindernisse

Ersatzmethoden sind vor allem fiir An-
wendungen geeignet, bei denen definierte
Substanzen mit bekanntem Wirkmecha-
nismus nachgewiesen werden sollen. Tests
auf komplexe Substanzgemische oder un-
bekannte Verunreinigungen lassen sich
dagegen schwerer durch tierfreie Metho-
den ersetzen; hier kommen eher die Prin-
zipien der Verringerung und Verbesse-
rung zum Einsatz.

Ein grundsitzliches Problem bei der
Validierung von 3R-Methoden besteht
darin, dass der zu ersetzende Tierver-
such meist als ,Goldstandard“ angesehen
wird, gegen den eine Alternativmethode
im direkten Vergleich validiert werden
muss. Dies ist vor allem dann problema-
tisch, wenn der entsprechende Tierver-
such unzuverldssig oder von unklarer Re-

levanz ist. Manchmal konnte es fiir die Va-
lidierung einer Methode sinnvoller sein,
die Ergebnisse mit wissenschaftlichen Er-
kenntnissen (z. B. Literaturangaben zur
Toxizitdt einer nachzuweisenden Subs-
tanz) abzugleichen statt mit Resultaten
aus einem unzuverlassigen Tierversuch.

Wihrend Fordergelder zur Entwick-
lung neuer 3R-Methoden durchaus er-
hiltlich sind, war es in der Vergangenheit
schwierig, Fordermittel fiir die Finanzie-
rung der langwierigen Validierungs-/Im-
plementierungsphase zu erhalten. Dies
konnte ein Grund sein, weshalb einige
Erfolg versprechende 3R-Methoden nicht
von der Entwicklung zur Anwendung ge-
langten. Auch eine Patentierung neu ent-
wickelter 3R-Methoden scheidet als An-
reiz fiir die Entwickler weitgehend aus:
Um eine uneingeschriankte Anwendbar-
keit zu sichern, werden bevorzugt solche
Methoden in das Arzneibuch aufgenom-
men, die nicht mit Schutzrechten belegt
sind.

Aus Sicht der Arzneimittelhersteller
gibt es ohne gesetzliche Vorgaben oft we-
nig Anreize, 3R-Methoden zu entwickeln
und zu implementieren. Dies gilt zumin-
dest fiir die Chargenpriifung seit Lan-
gem auf dem Markt befindlicher Produk-
te. Hier ist die Einfithrung neuer Metho-
den fiir die Firmen zunichst mit hohem
Aufwand und Kosten verbunden (Vali-
dierungsstudien, Abstimmung mit zu-
lassenden Behérden, Anderungsverfah-
ren etc.). Die Vorteile einer Alternativme-
thode wie bessere Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse, Kostenersparnis oder kiirze-
re Priifdauer sind fiir eine Umstellung in
Eigeninitiative oft nicht grof$ genug. Eine
noch deutlichere Befiirwortung der Im-
plementierung von 3R-Methoden vonsei-
ten der Kontrollbehérden sowie eine Re-
duktion der Gebiihren fiir entsprechende
Anderungsverfahren kénnten die Anrei-
ze fiir die Arzneimittelhersteller deutlich
erhohen.

Fazit

Die Forderung und Umsetzung der 3R-
Prinzipien ist wichtig aus ethischen Griin-
den, aus Tierschutzaspekten und um Arz-
neimittel mit hoher Qualitét durch zuver-
lassige Priifergebnisse zu gewahrleisten.
Der 3R-Gedanke hat jedoch auch Gren-
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zen; ein vollstandiger Ersatz aller Tierver-
suche erscheint auf absehbare Zeit nicht
realisierbar. Deshalb ist es wichtig, die
noch erforderlichen Tierversuche so zu
optimieren, dass die Leiden fiir die Ver-
suchstiere so gering wie moglich gehal-
ten und die Tierzahlen minimiert wer-
den.

Der Prozess der Entwicklung und Imple-
mentierung von 3R-Methoden ist lang-
wierig. Da sich der 3R-Gedanke jedoch
inzwischen in vielen Gremien etabliert
hat und fest in der europdischen Ge-
setzgebung verankert ist [22], ist kiinf-
tig die ziigigere Einfiihrung von 3R-Me-
thoden zu erwarten. Auch die wachsen-
de Zahl an erfolgreich etablierten 3R-Me-
thoden und der damit verbundene Pro-
zess der,,Gewohnung” tragen dazu bei,
Vorbehalte auszuraumen und die Akzep-
tanz fiir Ersatzmethoden zu verbessern.
Es konnten zudem weitere gesetzliche
Anreize geschaffen werden, um die Nut-
zung validierter 3R-Methoden erleich-
tern. Auch die internationale Harmoni-
sierung von Priifanforderungen iiber die
Grenzen Europas hinaus ist wichtig, um
Mehrfachtestungen zu vermeiden. Darii-
ber hinaus konnten umfangreichere For-
dermdoglichkeiten fiir die Validierung da-
zu beitragen, dass Tierversuche noch
konsequenter durch Alternativmethoden
ersetzt werden.

Eine Abkehr von Tierversuchen kann nur
schrittweise und mit Bedacht erfolgen.
Allerdings erlauben aktuelle Forschungs-
erkenntnisse und die wachsende Erfah-
rung mit den einzelnen Produkten einen
zunehmenden Einsatz von Alternativme-
thoden. Dies wird langfristig zu einer ver-
minderten Bedeutung von Tierversuchen
bei der Chargenpriifung von Arzneimit-
teln fiihren. Dagegen wird die Zunahme
von Tierversuchen fiir die Grundlagen-
forschung und Produktentwicklung in
absehbarer Zukunft sicherlich nicht um-
kehrbar sein.
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