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Neuroprotektive und neuro-
degenerative Arzneimittelwirkungen

Welchen Beitrag leisten prédklinische Daten zu ihrer Erfassung?

Torsten Reum, Bonn

Praklinische Studien geben wesent-
liche Aufschliisse lUiber die Wirkung
und Sicherheit von Arzneimitteln,
und ein spezielles praklinisches Priif-
programm ist fir die behoérdliche
Genehmigung von klinischen Arznei-
mittelstudien und fiir das Marktzu-
lassungsverfahren vorgeschrieben.
Es existieren jedoch keine validierten
Testverfahren fiir die praklinische
Arzneimittelpriifung auf Neuropro-
tektion und Neurodegeneration.

Die vorhandenen experimentellen
Modelle kénnen den chronisch-pro-
gredienten Krankheitsverlauf beim
Menschen nur unvollstindig simu-
lieren, neuroprotektive Wirksamkeit
oder neurodegenerative Wirkungen
eines Arzneimittels lassen sich daher
praklinisch nicht zuverlassig voraus-
sagen. Diese Arbeit setzt sich mit der
Frage auseinander, unter welchen
Bedingungen diese Arzneimittelwir-
kungen anhand von praklinischen
Untersuchungen besser erfasst und
charakterisiert werden kénnen. Pra-
klinische Krankheitsmodelle sollten
anhand bestimmter Bewertungskri-
terien, beispielsweise dem Komple-
xitatsgrad, der Vergleichbarkeit zur
menschlichen Physiologie und Patho-
physiologie und der addaquaten Be-
riicksichtigung des ontogenetischen
Entwicklungsstandes der verwende-
ten Versuchstiere fiir den Krankheits-
verlauf beurteilt und miteinander
verglichen werden. Ein weiteres
essenzielles Kriterium zur richtigen
Interpretation préaklinischer Daten ist
die Auswahl von geeigneten Biomar-

kern fiir die betreffende experimen-
telle Fragestellung. Ein relevantes
Beispiel soll demonstrieren, dass
diese Kriterien eine fundierte Bewer-
tung der Wirkung und der Sicherheit
eines Arzneimittels erméglichen und
dass dadurch auch spezifisch neuro-
degenerative Effekte einer Substanz
im Rahmen der praklinischen Sicher-
heitspriifung zuverlassiger erfasst
werden konnten als bislang liblich.
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Jeder Anwendung eines neuen Arz-
neimittels am Menschen gehen prakli-
nische Untersuchungen voraus, um In-
formationen iiber dessen Wirkungen
und Sicherheit zu erhalten. Die prakli-
nische Priifung und Entwicklung bein-
haltet die Durchfiihrung experimenteller
Studien an verschiedenen ausgewéhl-
ten biologischen Systemen zur Unter-
suchung der pharmakologischen und
toxikologischen Eigenschaften des
Arzneimittels. Nationale und interna-
tionale Gesetze und Regelungen legen
fest, dass fiir jedes neue Arzneimittel
vor der Testung am Menschen im Rah-
men klinischer Studien der Phasen I bis
IIT und vor einer Marktzulassung je-
weils in bestimmtem Umfang prakli-
nische Studien durchzufiihren sind. Die-
se Untersuchungen sollen einerseits das
pharmakologische Wirkungsprofil be-
schreiben und die beabsichtigte pharma-
kodynamische Wirkung nachweisen, an-
dererseits sollen sie anhand weitgehend
standardisierter Priifverfahren valide In-
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formationen zur Sicherheit und Toxizi-
tit des Wirkstoffs liefern. Das Arznei-
mittelgesetz (AMG, 14. Novelle, Stand
21.09.2005) sieht vor, dass der pharma-
kodynamische Wirkungsnachweis fiir
eine Substanz unter Beriicksichtigung
des jeweils gesicherten Standes der
wissenschaftlichen Erkenntnisse erfol-
gen soll und insbesondere Tierversuche
durch andere Priifverfahren zu ersetzen
sind, wenn dies im Hinblick auf den
Priifzweck wissenschaftlich vertretbar
ist (AMG, §26: Arzneimittelpriifricht-
linien). Nach Moglichkeit soll anhand
entsprechender experimenteller Verfah-
ren beziechungsweise unter Verwendung
geeigneter Krankheitsmodelle auch ein
Vergleich mit anderen Wirkstoffen, die
bei der entsprechenden Krankheit wirk-
sam sind, angestellt werden.

So klar diese gesetzlichen Rahmen-
bedingungen zum Wirkungsnachweis
fiir Arzneimittel allgemein erscheinen,
so problematisch erweisen sie sich im
konkreten Fall der préklinischen Ent-
wicklung und Testung von neuroprotek-
tiv wirkenden Substanzen. Es mangelt
an validen préklinischen Testsystemen,
die neben dem pharmakodynamischen
Wirkungsnachweis beispielsweise auch
eine zuverlédssige Voraussage von nach-
haltigen und klinisch relevanten neuro-
protektiven Effekten beim betroffenen
Patienten ermoglichen oder ein latent
neurodegeneratives Potenzial beim
Menschen anzeigen konnen. Eine wirk-
same Pharmakotherapie, die nachweis-
lich neuroprotektive Wirkungen beim
Patienten hat, also zu einer Verzdge-
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rung oder gar zum Aufhalten der fort-
schreitenden Neurodegeneration fiihrt,
ist bislang nicht verfiigbar. Da geeignete
Krankheitsmodelle und wirksame Ver-
gleichssubstanzen zur préklinischen Te-
stung von potenziell neuroprotektiv wir-
kenden Substanzen nicht zur Verfiigung
stehen, ist eine zuverldssige Prognose
der klinischen Wirksamkeit bei Neuro-
degenerationen im Rahmen der prékli-
nischen Entwicklung gegenwirtig kaum
moglich.

Neurodegenerative Erkrankungen ver-
laufen chronisch progredient. Bei jedem
Arzneimittel, das der Patient iiber einen
langeren Zeitraum einnimmt, besteht
die Moglichkeit, dass es den Krank-
heitsverlauf nachhaltig beeinflusst und
gegebenenfalls auch verschlechtert. Es
muss daher auch gefragt werden, ob die
etablierten und weitgehend standardi-
sierten praklinischen Teststrategien zur
Sicherheits- und Toxizitdtspriifung ge-
eignet sind, mogliche neurodegenera-
tive Potenziale und Prozesse adidquat zu
erkennen und zu charakterisieren. Die-
se spezifischen Probleme bei der pré-
klinischen Testung von Arzneimitteln
sollen in der vorliegenden Arbeit wei-
ter analysiert werden, dafiir sollten zu-
ndchst aber einige Aspekte der neuro-
degenerativen Erkrankungen und der
neuroprotektiven Therapieansitze er-
lautert werden.

Neurodegenerative
Erkrankungen

Unter einer Neurodegeneration versteht
man einen chronisch fortschreitenden
Schiadigungsprozess an Nervenzellen,
der zum Verlust neuronaler Funktionen
und/oder zum Absterben der Neuronen
fiihrt. Dieser Prozess ist in der Regel auf
definierte Zelltypen und/oder bestimmte
Regionen des Zentralnervensystems
(ZNS) begrenzt. Die Neuroprotektion
ist analog dazu jeder substanzielle Ef-
fekt zur Verhinderung oder Verlangsa-
mung beziehungsweise Abschwéchung
von neurodegenerativen Vorgédngen.
Unter den zahlreichen mit einer sol-
chen progredienten Neurodegeneration
einhergehenden Syndromen kommen
die Alzheimer-Krankheit und der Mor-
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bus Parkinson in den westlichen Indus-
trienationen am haufigsten vor. Die Pa-
thogenese der Alzheimer-Krankheit ist
gekennzeichnet durch die vermehrte
Entstehung und Ablagerung von Amy-
loid-Plaques und Neurofibrillen, nach-
folgend kommt es zu zahlreichen zere-
bralen Funktionsstorungen und letztlich
zur Desintegration neuronaler Schalt-
kreise und zum fortschreitenden Ab-
sterben von Nervenzellen [35]. Das pa-
thophysiologische Korrelat des Morbus
Parkinson ist die selektive Degenerati-
on neuromelaninhaltiger dopaminerger
Nervenzellen in der Substantia nigra
pars compacta. Als Ursache wird eine
mitochondriale Komplex-I-Dysfunktion
in diesen Neuronen angenommen, die
zahlreiche weitere Funktionsstorungen
wie zelluldren Energiemangel, oxida-
tiven Stress, Exzitotoxizitdt und Ent-
ziindungen hervorruft, die den Krank-
heitsprozess weiter verstirken [9, 38].
Die Prévalenz neurodegenerativer Er-
krankungen steigt mit zunehmendem
Lebensalter [19] und wird daher fiir ei-
ne dlter werdende Gesellschaft immer
mehr zum Problem. Abbildung 1 zeigt
den typischen Verlauf einer neurodege-
nerativen Erkrankung und verdeutlicht
die daraus erwachsenden Probleme.
Obwohl der krankheitsbedingte Zell-
und Funktionsverlust im ZNS kontinu-
ierlich zunimmt, treten beispielsweise
bei Parkinson-Patienten die typischen
Krankheitssymptome erst dann auf,
wenn bereits 50 bis 60% der dopamin-
ergen Zellen abgestorben sind [1]. Die
etablierte Pharmakotherapie des Morbus
Parkinson kann den Degenerationspro-
zess nicht authalten, gegenwirtig ist da-
mit nur eine funktionelle Verbesserung
der Symptomatik mdglich. Auch wenn
zukiinftig zum Zeitpunkt der Diagno-
se bereits eine wirksame neuroprotek-
tive Arzneimittelbehandlung eingeleitet
werden konnte, wire damit allenfalls
das Absterben weiterer Nervenzellen zu
verhindern, nicht aber der stattgefun-
dene Neuronenverlust auszugleichen.
Warum ist eine wirksame neuroprotek-
tive Therapie auf pharmakologischer
Basis bis heute nicht verfligbar, obwohl
die wesentlichen Mechanismen der Pa-
thogenese des Morbus Parkinson hinrei-
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Abb. 1. Zeitlicher Verlauf einer neurode-
generativen Erkrankung

Der beschleunigte Verlust neuronaler Funk-
tionen (dunkelrote Linie) markiert den
Krankheitsbeginn, fuhrt jedoch aufgrund von
Kompensationsmechanismen nicht unmittel-
bar zum Auftreten von Krankheitssymptomen.
Zwischen dem Einsetzen der ersten Symptome
(hellrote Linie) und der Diagnosestellung

liegt in der Regel eine weitere Zeitspanne.

Der Krankheitsprozess lauft auch nach der
Diagnosestellung unvermindert weiter, weil
durch die Pharmakotherapie gegenwartig nur
die Symptomatik behandelt werden kann.
Neuroprotektiva, die zur Abschwachung oder
Aufhebung des fortschreitenden neuronalen
Funktionsverlustes fihren konnten (untere
Strichlinie), sind noch nicht verfugbar.

chend bekannt sind? Die Kenntnis dieser
Mechanismen fiihrte zur Testung zahl-
reicher Wirkstoffe aus verschiedenen
Substanzgruppen, wie Antioxidanzien,
Dopaminrezeptor-Agonisten, Gluta-
matrezeptor-Antagonisten oder Mo-
noaminoxidase-(MAO-)B-Hemmer
in etablierten Krankheitsmodellen des
Morbus Parkinson und in anderen pra-
klinischen Experimenten — mit iiber-
wiegend positiven Ergebnissen [15,
25]. Trotzdem haben diese Wirkstoffe
die klinischen Erwartungen nicht er-
fillen konnen [30]. Kann eine vertiefte
Analyse konkreter Untersuchungsbedin-
gungen diesen Widerspruch auflésen?
Das ist im Einzelfall sicherlich moglich.
Retrospektiv lassen sich vielfach Ursa-
chen benennen, die entweder in den Sub-
stanzeigenschaften, in den experimen-
tellen Bedingungen oder auch im Design
der klinischen Studien zu finden sind.
Eine solche Analyse konkreter Einzel-
beispiele ist jedoch fiir den prospektiven
Ansatz eines praklinischen Experiments
und fiir die generelle Beantwortung der
Frage, ob préklinische Untersuchungen
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und Tiermodelle zur Voraussage und
Bewertung neuroprotektiver Arzneimit-
telwirkungen am Menschen prinzipi-
ell geeignet sind, wenig hilfreich. All-
gemein giiltige Schlussfolgerungen zur
Eignung von préklinischen Testmetho-
den und zur Ubertragbarkeit experimen-
teller Daten auf den Menschen erfordern
daher eher einen induktiven Ansatz.

Praklinische Arzneimittel-
entwicklung

Die préklinische Arzneimittelentwick-
lung dient der umfassenden Charak-
terisierung der Wirkungen eines Arz-
neimittels vor dessen entsprechender
Anwendung am Menschen. Bei den
Wirkungen, die ein Arzneimittel auf
den Organismus ausiibt, wird zwi-
schen den pharmakodynamischen und
den toxischen Effekten unterschieden.
Zu den pharmakodynamischen Effek-
ten werden in erster Linie die thera-
peutisch gewiinschten Wirkungen ge-
zahlt, aber auch weitere unerwiinschte
Reaktionen, die auf diesem Wirkungs-
mechanismus beruhen. Andere schid-
liche Effekte einer Substanz wiren als
toxische Arzneimittelwirkungen zu be-
zeichnen. Pharmakodynamische und
toxische Arzneimittelwirkungen sind
in den meisten Féllen konzentrations-
beziehungsweise dosisabhidngig, erste
Hinweise zur Sicherheit eines Arznei-
mittels kdnnen daher bereits aus dem
Abstand von effektiver und toxischer
Konzentration am jeweiligen Wirkort
abgeleitet werden. Der Konzentrations-
verlauf am Wirkort ldsst sich jedoch
kaum direkt erfassen, zur Extrapolation
sind daher Untersuchungen zur Phar-
mako- beziehungsweise Toxikokinetik
notwendig. Schliisselvorginge wie Re-
sorption, Verteilung, Metabolismus und
Exkretion eines Wirkstoffs sollten daher
moglichst frithzeitig an einer relevanten,
das heifit dem Menschen in dieser Be-
ziehung vergleichbaren Versuchstier-
spezies untersucht worden sein.

Die préklinische Arzneimittelentwick-
lung schafft die Voraussetzungen fiir
die notwendigen klinischen Studien der
Phasen I bis III, und die groBte Bedeu-
tung der Ergebnisse von préklinischen

Studien liegt in der addquaten Sicher-
heitsbewertung fiir die eingeschlossenen
Probanden und Patienten, insbesondere
bei der Erstanwendung am Menschen.
Die zur Genehmigung von klinischen
Studien erforderlichen préklinischen
Untersuchungen sind international har-
monisiert und im ICH-M3-Dokument
[11] dargelegt (ICH = International
Conference on Harmonisation of Tech-
nical Requirements for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use).

Die gewonnenen préklinischen Daten
zur Pharmakodynamik einer Substanz
sind fiir die Nutzen-Risiko-Bewertung
der frithen klinischen Priifungen von
grofler Bedeutung, denn erste Aussagen
zur Wirksamkeit des Arzneimittels am
Menschen sind in der Regel erst wéh-
rend der Phase II moglich. Der Wirk-
samkeitsnachweis ist eine unabding-
bare Voraussetzung zur Erlangung der
Marktzulassung eines Arzneimittels
und kann nur anhand von klinischen Er-
gebnissen erbracht werden. Aufgrund
der erwdhnten Diskrepanz von prakli-
nischen und klinischen Ergebnissen zur
neuroprotektiven Arzneimittelwirkung
miissten die préaklinischen Test- und
Krankheitsmodelle so optimiert werden,
dass zukiinftig eine wesentlich verbes-
serte Vorhersagbarkeit fur die klinische
Wirksamkeit moglichst schon anhand
dieser Experimente und gegebenenfalls
anhand der Ergebnisse der frithen kli-
nischen Testphasen moglich ist, denn ei-
ne aufwendige, teure und zeitintensive
klinische Testung von Neuroprotektiva,
deren Wirksamkeit nicht belegt werden
kann, sollte moglichst unterbleiben oder
rechtzeitig abgebrochen werden.

Ubertragbarkeit priklinischer
Daten auf den Menschen

Von zahlreichen Wissenschaftlern wird
zur Erkldrung von Diskrepanzen zwi-
schen priklinischen Daten und kli-
nischen Ergebnissen immer wieder
betont, dass die Komplexitét des Krank-
heitsgeschehens beim Menschen durch
die priaklinischen Modelle nicht oder
nicht addquat wiedergegeben werden
kann. Aussagen zur prinzipiellen Ver-
wendbarkeit préklinischer Testmetho-
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den und zu deren Ubertragungsmog-
lichkeiten auf das komplexe Geschehen
beim gesunden Menschen und beim Pa-
tienten mit einer bestimmten Krank-
heit sind nur moglich, wenn die phy-
siologischen Wechselbeziehungen und
die konkreten pathophysiologischen
Mechanismen im experimentellen An-
satz angemessen widergespiegelt wer-
den konnen. Daher muss die Patho-
physiologie und Pathobiochemie der
menschlichen Erkrankung durch alle
verfiigbaren Untersuchungsverfahren
umfassend aufgekléart und fiir ein pra-
klinisches Krankheitsmodell moglichst
weitgehend berticksichtigt sein.

Um entscheiden zu konnen, welchen
Stellenwert man priaklinischen Da-
ten beimessen kann und welche Mog-
lichkeiten und Grenzen konkrete pra-
klinische Untersuchungen aufweisen,
miisste die Komplexitét der untersuchten
Krankheit und des verwendeten Modells
gezielt untersucht und nach systema-
tischen Gesichtspunkten analysiert wer-
den. Fiir beide Systeme (Krankheit und
Modell) miissen daher die relevanten
strukturellen und funktionellen Hierar-
chieebenen erkennbar sein (Abb. 2).
Der Begriff Hierarchie wird meist auf
die starr fixierte vertikale Rangordnung
in einem System eingegrenzt, also auf
die klar ausgerichteten und festgelegten
Beziehungen zwischen oberen und un-
teren Systemebenen. Es wird dabei
leicht iibersehen, dass fiir jede Struktur
und jeden Prozess mit der Einordnung
in eine bestimmte Hierarchieebene ei-
ne Vielzahl von Wechselbeziehungen zu
anderen Strukturen und Prozessen ent-
stehen, die stets in drei Grundrichtungen
verlaufen. Nach oben hin ist der jewei-
lige Prozess der ,,abhingige* Teil eines
iibergeordneten Systems, in das eine
Eingliederung erfolgen muss, nach un-
ten integriert und ,,kontrolliert* derselbe
Prozess aber gleichzeitig verschiedene
Subprozesse, ist also selbst ein iiberge-
ordnetes System. Neben diesen vertikal
ausgerichteten ,,Abhingigkeiten bzw.
Kontroll- oder Integrationsfunktionen®
sind jedoch auf der jeweils gleichen Or-
ganisationsebene vielfiltige ,,gleich-
berechtigte” Wechselbeziehungen von
Bedeutung. Aufgrund dieser differen-
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Manifestations- Praklinische
ebenen Testebenen
Gesellschaft
Gruppe,
Sozialverhalten
Individuum
Ganztier
Nervensystem ...
Organotypische
Préparation
Nervenverbindung
Zelle Zellkultur
Organelle Einzelzellen
Molekdl Gene, Proteine
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Abb. 2. Darstellung und Auflistung der Holarchieebenen, auf denen sich Krankheiten
des ZNS manifestieren konnen (rechter Abschnitt und linke Spalte), und Auflistung der
praklinischen Testebenen, die den Manifestationsebenen einer Krankheit zugeordnet

werden konnen (rechte Spalte).

Die Zunahme der Komplexitat wird durch die konzentrischen Kreise in der rechten Bild-
halfte symbolisiert. Weitere Erlauterungen siehe Text

zierteren Betrachtung soll der Begriff
der Hierarchie in Analogie zu Wilber
[45] durch den Begriff Holarchie er-
setzt werden, denn auf jeder hier dar-
gestellten Ebene finden wir sowohl das
Phinomen der Differenzierung, ndmlich
das Vorhandensein oder Erzeugen einer
Vielfalt verschiedener zum Teil sehr un-
terschiedlicher Prozesse oder Strukturen
wie beispielsweise Molekiile, Organel-
len, Zelltypen und Organe, als auch
das der Integration, das heiit, die Zel-
len, Gewebe, Organe usw. sind in einer
bestimmten einzigartigen strukturellen
und funktionellen Wechselbeziehung
organisiert. Dieses Wechselspiel von
eigenstandiger Funktion als Zelle und
Funktion im Zell- oder Gewebever-
band erzeugt so (und nur so!) das ent-
sprechende Organ. Im sprichwortlichen
Sinn ergibt das Ganze aufgrund seiner
Komplexitdt mehr als die Summe sei-
ner Teile.

Je komplexer die Strukturen auf den
hoheren Holarchieebenen werden, um-
so mannigfaltiger werden theoretisch
die Kombinationsmdoglichkeiten der
»abhiangigen“ Elemente der niederen
Ebenen, und umso komplexer wird das
System selbst, was in Abbildung 2
rechts durch die Zunahme des jewei-
ligen Kreisumfangs symbolisiert wird.
Mit der Zunahme der Komplexitét steigt
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einerseits die Storanfdlligkeit des Sys-
tems, andererseits wachsen aber auch
die Moglichkeiten der Kompensation.
Wird das System auf einer bestimmten
Komplexitits- oder Holarchieebene ge-
stort, kann diese Storung auf der glei-
chen Ebene kompensiert werden (in-
dem z. B. nach Apoptose einer Zelle die
Nachbarzelle die ausgefallene Funktion
mit {ibernimmt) und/oder die Kompen-
sation wird auf eine hohere Ebene verla-
gert, so wie beispielsweise die komplexe
Regulation der Hormonfreisetzung beim
Mangel von Steroidhormonen in der Pe-
ripherie vonstatten geht.

Storungen, die auf den unterschied-
lichen Ebenen infolge einer Krank-
heit auftreten, sind in vielen Fillen als
pathophysiologische Korrelate erkenn-
bar. Sie treten ab einer bestimmten Ebe-
ne — der Manifestationsebene — in Er-
scheinung und sind dann auch auf den
héheren Ebenen erkennbar, solange dort
keine Kompensation erfolgt. Bei gene-
tischer Determinierung einer Krankheit
ist die ,,primére* ,,Stérung* auf moleku-
larer Ebene zu finden, aber es existieren
durchaus zahlreiche Kompensations-
moglichkeiten auf den hoheren Holar-
chieebenen, die den Ausbruch und den
Verlauf der Krankheit beeinflussen und
teilweise sehr variabel gestalten konnen.
Ein interessantes Beispiel fiir komplexe
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Wechselwirkungen auf zahlreichen Ebe-
nen, die das Auftreten und den Verlauf
einer Krankheit bestimmen, stellt die
Schizophrenie dar. Obwohl eine Here-
ditét der Schizophrenie nicht ernsthaft
in Zweifel gezogen werden kann, liegen
selbst bei eineiigen Zwillingen mit iden-
tischem Genom die Konkordanzraten
fiir das Auftreten der Krankheit nur bei
etwa 50 % [40]. Die Diagnose muss an-
hand von psychopathologischen Sym-
ptomen gestellt werden, denn somatisch
determinierte pathophysiologische Kor-
relate konnten bisher weder durch ge-
zielte Laboruntersuchungen noch durch
die bildgebende Diagnostik identifiziert
werden [2], obwohl diese Methoden in
den letzten Jahren immens verbessert
wurden. Die Manifestationsebenen der
Schizophrenie konnten daher durchaus
erst im Bereich des Individuums be-
ziehungsweise der Gesellschaft zu fin-
den sein, denn die Krankheitseinsicht
ist beim Patienten selbst oft nicht vor-
handen, und das jeweilige soziale be-
ziehungsweise gesellschaftliche Um-
feld des Patienten kann den Ausbruch
und den Verlauf der Schizophrenie sehr
wesentlich beeinflussen [29].

Systematische Charakterisie-
rung der praklinischen Test-
systeme

Im Rahmen des Holarchiekonzepts
konnen Komplexititsgrad und Mani-
festationsebene einer Krankheit oder
eines pathophysiologischen Prozesses
zur Klassifizierung von praklinischen
Testsystemen herangezogen werden.
In Abbildung 2 sind in der Spalte der
Bildmitte verschiedene préklinische
Testsysteme aufgelistet, deren Reihen-
folge dem Komplexitétsgrad entspricht
und deren Lokalisierung mit der ent-
sprechenden Manifestationsebene in
der linken Spalte iibereinstimmt. Je
nachdem, auf welcher Manifestations-
ebene eine bestimmte funktionelle Sto-
rung oder Krankheit auftritt beziehungs-
weise untersucht werden soll, kann ein
Testsystem auf der entsprechenden Hol-
archieebene verwendet werden.

Beispielsweise kann die Wirkung spe-
zifisch wirkender Neurotoxine an ei-
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ner Zellkultur untersucht werden, so-
fern die verwendeten Zellen die jeweils
notwendigen Eigenschaften oder Ziel-
strukturen aufweisen, die zur intrazel-
luldren Aufnahme und zur Wirkung
dieses Neurotoxins erforderlich sind.
Im Falle von selektiv neurodegenera-
tiv wirkenden Toxinen, wie 6-Hydroxy-
dopamin (6-OHDA), miissen die Zellen
beispielsweise dopaminerge Transmis-
sionseigenschaften aufweisen und {iber
funktionsfdhige membranstiandige Dop-
amintransporter verfiigen. Mit dem
Testsystem Zellkultur sind aber keine
direkten Riickschliisse von der beobach-
teten Toxinwirkung auf die hoheren Ma-
nifestationsebenen mdglich, also bei-
spielsweise auf die Beeinflussung der
neuronalen Erregungsausbreitung, die
Stérung motorischer und sensorischer
Korperfunktionen und die damit verbun-
denen Auswirkungen auf den Patienten
als Individuum, oder auch auf die Ge-
sellschaft (z.B. familidre Belastung,
Arbeitsausfall, Invalidisierung). Diese
Riickschliisse aus priaklinischen Daten
sind nur durch Extrapolation moglich,
und die Genauigkeit der Extrapolation
hingt davon ab, wie gut das experimen-
telle Modell im Zusammenspiel der je-
weiligen Ebenen nach Einwirkung defi-
nierter StorgroBen verstanden wird.

Natiirlich kann auch primér ein prakli-
nisches Modell, das héhere Testebenen
einschlieft, verwendet werden. Die Wir-
kung von Neurotoxinen wird beispiels-
weise sehr oft direkt am Versuchstier
untersucht, wobei hier die Kompensa-
tionsmoglichkeiten hoherer Ebenen un-
bedingt in Betracht zu ziehen sind. Eine
partielle Lasion dopaminerger ZNS-
Strukturen durch 6-OHDA ist beispiels-
weise durch Analyse des Spontanverhal-
tens der Ratte kaum erkennbar [7].

Die Auflistung der praklinischen Test-
systeme in Abbildung 2 ist durch zwei
Strichlinien unterbrochen. Die untere
Linie markiert die Grenze fiir die Ver-
wendung von Modellen beziehungs-
weise Testmaterial menschlichen Ur-
sprungs. Von wenigen Ausnahmen
abgesehen, bei denen neurochirurgisch
gewonnenes organotypisches Gewebe
fiir praklinische Untersuchungen ver-
wendet werden kann, ist fiir die pré-

klinische Routinetestung die Verwen-
dung von menschlichen neuronalen
Zelllinien als obere Grenze anzusehen,
komplexere Ebenen des menschlichen
Nervensystems miissen klinisch unter-
sucht werden. Die zweite Linie oberhalb
der organotypischen Gewebepréparatio-
nen markiert die Grenze fiir die Ver-
wendbarkeit von so genannten alterna-
tiven prdklinischen Testmethoden oder
In-vitro-Modellen. Entsprechend dem
3-R-Konzept (Reduction, Refinement
and Replacement of animal studies)
sollen préklinische Tierversuche nach
Moglichkeit durch alternative Testme-
thoden ersetzt werden [13] (s.a. §26
AMG: Arzneimittelpriifrichtlinien).
Auch hierbei gilt, dass die Ergebnisse
aus alternativen Testverfahren fiir eine
Priifsubstanz nur indirekte Riickschliis-
se auf deren Wechselwirkungen ober-
halb der getesteten Komplexititsebe-
ne zulassen. Alternative Testmethoden
schlieBen jedoch die Verwendung von
Tierversuchen (auBler denen an Sduge-
tieren) nicht grundsatzlich aus, daher ist
auch hier die Linie unterbrochen.

Gerade bei der Verwendung alternati-
ver Testmodelle oder Tierspezies, bei-
spielsweise von Fischen oder Insekten,
stellt sich die Frage nach der Validitdt
der Methode und nach der Ubertragbar-
keit der damit erzielten Ergebnisse auf
den Menschen, denn im Vergleich zum
Menschen weist das Nervensystem der
eben genannten Tierklassen wesentlich
groflere Unterschiede auf als das der
iiblicherweise verwendeten Sdugetier-
spezies. Damit kommt generell ein zwei-
ter wichtiger Aspekt fiir die Eignung
und Ubertragbarkeit von priklinischen
Daten hinzu, die Vergleichbarkeit der an
einer bestimmten Spezies gewonnenen
Ergebnisse mit der jeweiligen physiolo-
gischen oder/und pathophysiologischen
Situation beim Menschen. Dieses Kri-
terium ,,Vergleichbarkeit™ ist aber nicht
zwangsldufig mit dem Grad der gene-
tischen Verwandtschaft gleichzusetzen
sondern entsprechend den verwende-
ten Krankheitsmodellen und Untersu-
chungsparametern zu bewerten. Mafi-
gebend ist hier eindeutig die konkrete
experimentelle Simulation der Bedin-
gungen im menschlichen Organismus
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beziehungsweise der entsprechenden
Krankheit. Unter Umstidnden konnen
ganz bestimmte funktionelle oder ,,phé-
notypische™ Eigenschaften untersucht
werden, die eine genetisch weiter ent-
fernte Spezies fiir ein konkretes Expe-
riment vergleichsweise besser geeignet
erscheinen lassen. Diese Eigenschaften
konnen, beispielsweise in der Frage der
Extrapolation von Pharmakokinetik-
daten, dazu fiihren, dass sich das Nage-
tier und nicht der ebenfalls untersuchte
Primat in diesem Fall als die relevantere,
das heif3t ,,menschendhnlichere* Spezies
herausstellt. Auch hinsichtlich der Aus-
pragung krankheitsspezifischer Sym-
ptome und Merkmale stellt sich nach
eingehender Priifung heraus, dass die
hiufig verwendete Versuchstierspezies
Ratte fiir die Untersuchung von neuro-
degenerativen oder neuroprotektiven
Wirkungen beispielsweise im Vergleich
zum Primaten unter mehreren Aspekten
sehr gut geeignet ist [8].

Ein drittes Kriterium, das fiir die Inter-
pretation und Ubertragbarkeit prikli-
nischer Ergebnisse auf den Menschen
nicht vernachldssigt werden darf, ist die
Beriicksichtigung der Ontogenese. Im
Zusammenhang mit der Manifestation
von neurodegenerativen Prozessen sind
der ontogenetische Entwicklungsstand
und der Zeitrahmen pathophysiolo-
gischer Reaktionen von entscheidender
Bedeutung. Selbst bei einer eindeutig ge-
netisch bedingten Krankheitspradisposi-
tion, beim Morbus Huntington beispiels-
weise, kommt es erst in der Lebensmitte
zum allméhlichen Ausbruch der Krank-
heit. Entsprechende préklinische Mo-
delle, die analog zur Situationen im
Menschen die Altersabhdngigkeit dege-
nerativer Effekte beriicksichtigen und
einen chronisch progredienten Verlauf
der Erkrankung simulieren, sind in ihrer
Aussagekraft den etablierten Ansédtzen
mit schnell wirkenden Neurotoxinen si-
cherlich klar tiberlegen. In anderen Fél-
len sind die so genannten vulnerablen
Zeitfenster, in denen Wirkstoffe und To-
xine neurodegenerative Verdnderungen
hervorrufen kdnnen, in die frithe Indi-
vidualentwicklung verlagert. Substan-
zen wie Ethylalkohol, Benzodiazepine,
bestimmte Narkotika und Antikonvul-
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siva fiihren beispielsweise bei Ratten
zur umfangreichen Apoptose von Ner-
venzellen wihrend der Synaptogenese
in einer sehr frithen Entwicklungsperi-
ode [17]. Dem Aspekt der Ontogene-
se, insbesondere der Beriicksichtigung
der frithen Entwicklungsperioden ein-
schlieBlich der Adoleszenz und der ge-
zielten praklinischen Testung fiir Arz-
neimittelanwendungen bei Kindern und
Jugendlichen, wird in der praklinischen
Testung noch zu wenig Rechnung ge-
tragen. Die Notwendigkeit, Arzneimit-
tel gezielt fiir die Anwendung in diesen
Altersgruppen zu entwickeln und zuzu-
lassen, ist international erkannt worden,
und die gezielte klinische Entwicklung
von Arzneimittel zur Anwendung bei
Kindern und Jugendlichen ist erklartes
Ziel der EMEA. 2007 ist deshalb eine
entsprechende Verordnung auf europa-
ischer Ebene in Kraft getreten [43].

Die drei soeben dargestellten Bewer-
tungskriterien fiir praklinische Test-
methoden — der Komplexitédtsgrad des
verwendeten Testsystems, der Grad der
Vergleichbarkeit von Tier und Mensch
hinsichtlich der zu untersuchenden
Funktionen und Prozesse sowie die
Beriicksichtigung der Ontogenese —
konnten in einem dreidimensionalen
Koordinatensystem darstellt werden
(Abb. 3). Der Komplexitdtsgrad wird
durch die y-Achse bestimmt und nimmt
nach oben zu. Die Speziesunterschiede
beziehungsweise die Vergleichbarkeit
mit dem Menschen sind durch den je-
weiligen Abstand auf der x-Achse ge-
kennzeichnet. Die z-Achse markiert die
speziesspezifische Ontogenese und um-
fasst jeweils die gesamte Lebensspan-
ne der entsprechenden Spezies. Auf die-
ser Achse ist der Abstand zwischen der
verwendeten Tierspezies und dem Men-
schen dann am geringsten, wenn der
entsprechende ontogenetische Entwick-
lungsstand des Tiers dem jeweiligen
Lebensabschnitt des Menschen (z. B.
uterine Entwicklung, Kindheit, Ado-
leszenz und Altern) entspricht, in dem
die zu untersuchenden Stérungen und
Krankheiten auftreten, und der Zeitver-
lauf des Krankheitsprozesses addquat
berticksichtigt ist. Dieser Umstand wird
beispielsweise bei Untersuchungen des
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Versuchstierorganismen: z.B. Primat, Hund, Ratte, Maus
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Fetogenese
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y: Komplexitatsgrad

Molekdle

Zellorganellen

x: Vergleichbarkeit mit dem Menschen

Abb. 3. Dreidimensionales Koordinatensystem zur Einstufung und vergleichenden

Bewertung von praklinischen Testmethoden

Die drei Kriterien, d.h. der Grad der Vergleichbarkeit der untersuchten Vorgange in der verwen-
deten Spezies und im Menschen, der durch die Methode gewahrleistete Komplexitatsgrad und
die Beriicksichtigung der Ontogenese fiir krankheitsspezifische Untersuchungen, sind durch die
Achsen x, y und z reprasentiert. Fir jede Testmethode kdnnte in diesem System eine Koordinate
zugeordnet werden, die einen bestimmten Abstand zur Koordinate des Patientenkollektivs mit
der entsprechenden Krankheit aufweist. Je kirzer dieser Abstand ware, desto besser ware die
Ubertragbarkeit der praklinisch gewonnenen Daten auf die jeweilige Situation beim Menschen.

Weitere Erlauterungen siehe Text

reproduktionstoxikologischen oder des
karzinogenen Potenzials eines Arznei-
mittels beriicksichtigt. Bei diesen Un-
tersuchungen werden die Tiere kontinu-
ierlich iiber bestimmte ontogenetische
Entwicklungsabschnitte hinweg mit der
Testsubstanz behandelt, um damit mog-
liche arzneimittelbedingte Einfliisse auf
die embryofetale und postpartale Ent-
wicklung beziehungsweise auf die Ent-
stehung und Entwicklung von Tumoren
erfassen und bewerten zu konnen. Der
Mensch soll in diesem System nicht als
Punkt dargestellt werden, der sich ent-
sprechend dem Lebensalter auf der z-
Achse bewegt, sondern er ist aufgrund
der interindividuell unterschiedlichen
Pradisposition fiir bestimmte Krank-
heiten und deren Langzeiteffekte eher
als Punktwolke mit einem Schweif par-
allel zur z-Achse anzusehen.

Fiir eine praklinische Methode kon-
nen durch die Positionsbestimmungen
auf diesen drei Achsen Koordinaten be-
stimmt werden, die eine Zuordnung und
Vergleichbarkeit verschiedener Metho-
den moéglich machen. Der jeweilige
rdumliche Abstand, den ein bestimmtes
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Testsystem mit seiner spezifischen Ko-
ordinate im Vergleich zur ,,Koordinate
Mensch® einnimmt, kann als relatives
MaB fiir die Extrapolierbarkeit bezie-
hungsweise Ubertragbarkeit der von
dieser Methode gewonnenen Daten he-
rangezogen werden. Die Skalierung der
einzelnen Achsen, die letztendlich als
MaBstab fiir den gesuchten Abstand zur
,Koordinate Mensch® anzusechen ist,
kann jedoch nicht quantifiziert werden,
was einen direkten Methodenvergleich
erschwert. Dennoch scheint eine gene-
relle Einstufung der Aussagekraft und
Relevanz von préklinischen Modellen
und Methoden sowie deren Vergleich
prinzipiell moglich und mit diesem An-
satz anschaulich darstellbar zu sein.

Fiir die Ubertragbarkeit und Relevanz
der préklinischen Daten aus bestimmten
Modellen und methodischen Ansétzen
sind auflerdem die dafiir ausgewéhlten
Biomarker von entscheidender Bedeu-
tung. Fiir eine konkrete Fragestellung
miissen die jeweils am besten geeig-
neten Biomarker oder Endpunkte heran-
gezogen und validiert werden. Sollten
sich die aus priklinischen Experi-
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menten gezogenen Schlussfolgerungen
im Nachhinein als nicht zutreffend he-
rausstellen, wie beispielsweise nach
den schwerwiegenden und sehr bedau-
erlichen Zwischenfillen bei sechs Pro-
banden infolge der Erstanwendung des
Préparats TGN1412 der Firma TeGene-
ro im Marz 2006, dann miissen sowohl
die untersuchten Biomarker als auch die
verwendeten Methoden hinsichtlich ih-
rer Eignung reevaluiert werden [39].
Welche Bedeutung die Auswahl der pri-
klinischen Modelle und der verwende-
ten Biomarker fiir die Bewertung neuro-
degenerativer Effekte haben kann, soll
im nachsten Kapitel an einem konkreten
Beispiel verdeutlicht werden.

Neurodegeneration durch
Methylphenidat - ein falsch
interpretierter praklinischer
Befund?

Methylphenidat ist ein Standardthera-
peutikum zur Langzeitbehandlung der
Aufmerksamkeitsdefizit-/Hyperaktivi-
tatsstorung (ADHS) bei Kindern und
Jugendlichen, das in Deutschland sehr
hiufig verordnet wird. Die Anzahl der
definierten Tagesdosen stieg in den ver-
gangenen Jahren kontinuierlich und er-
reichte im Jahr 2005 eine Anzahl von
33 Mio. [24]. Ein Riickgang dieser Ent-
wicklung ist bislang nicht zu erkennen.
Vor einigen Jahren erschien eine wis-
senschaftliche Arbeit, in der juveni-
le und adulte Ratten fiir zwei Wochen
mit Methylphenidat (2 mg/kg/d per os)
behandelt wurden [27]. Die anschlie-
Bend in vitro durchgefiihrten Radioli-
gand-Bindungsassays zeigten bei den
in der juvenilen Phase behandelten Tie-
ren eine Abnahme der Dichte (B,,,,) des
hoch affinen Dopamin-Transportprote-
ins (DAT) im Striatum, wenn das Ge-
hirn etwa eine oder sechs Wochen nach
Abschluss der Behandlung untersucht
wurde, wiahrend bei den im adulten Sta-
dium behandelten Ratten keine Verén-
derungen der DAT-Bindung festgestellt
wurden. Dieser Befund wurde von den
Autoren als begiinstigender Faktor fiir
neurodegenerative Verdnderungen, wie
sie beim Morbus Parkinson beobachtet
werden, gedeutet. Diese Daten haben in

Deutschland unter den Wissenschaft-
lern und in der Offentlichkeit eine brei-
te Diskussion um mdgliche irreversi-
ble Schiiden einer Langzeittherapie mit
Methylphenidat, insbesondere bei An-
wendung im Kindes- und Jugendalter,
entfacht. Selbst in Medien fiir medizi-
nische Fachkreise wurden nach Erschei-
nen dieser Arbeit starke Zweifel an der
Sicherheit dieser wirksamen und iiber
Jahrzehnte bewidhrten Behandlung ge-
duflert [3].

Obwohl weiterhin keine gezielten Un-
tersuchungen von neurodegenerativen
Langzeiteffekten durch Methylphenidat
am Versuchstier vorliegen, sind bis heu-
te zahlreiche relevante Daten zum Wirk-
stoff und zur postulierten Schiadigung
publiziert worden. Anhand dieser Er-
gebnisse soll versucht werden, die erho-
benen Befunde angemessen zu bewerten
und die Frage nach moglichen neurode-
generativen Wirkungen durch eine Be-
handlung mit Methylphenidat indirekt
zu beantworten.

Der Wirkstoff Methylphenidat gehort
zur Klasse der Psychostimulanzien.
Diese historisch bedingte Zuordnung
beruht auf einem pharmakologischen
Wirkungsspektrum, das durch eine all-
gemeine Erhohung des ZNS-Aktivitéts-
zustands gekennzeichnet ist und beim
Menschen unter anderem zur Steige-
rung von lokomotorischer Aktivitat und
psychischer Reaktivitét fiihrt. Die be-
kanntesten Vertreter der Psychostimu-
lanzien sind die Phenylethylamin-Deri-
vate Amphetamin und Metamphetamin,
im weiteren Textverlauf als Amphet-
amine bezeichnet. Beide Substanzen
sind neurotoxisch und fiihren bei ent-
sprechend hoher Dosierung zur Dege-
neration dopaminerger Nervenzellen
[32, 33]. Es liegt nahe, diese Neurotoxi-
zitdt im Analogieschluss auch dem Me-
thylphenidat zuzuschreiben. Falls eine
latente Neurotoxizitét tatsdchlich vor-
handen ist, wire das bei einer Methyl-
phenidat-Langzeitbehandlung von zahl-
reichen Kindern und Jugendlichen in
Deutschland duf3erst bedenklich.
Vergleicht man die pharmakodyna-
mischen Wirkungen der Amphetamine
mit denen des Methylphenidats, dann
treten auf zelluldrer und subzelluldrer
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Ebene die wesentlichen Unterschiede
im Wirkungsmechanismus zutage, die
in Abbildung 4 im Detail skizziert sind.
Amphetamine und Methylphenidat be-
einflussen unter anderem die Funktion
des DAT an dopaminergen Neuronen,
jedoch auf sehr unterschiedliche Wei-
se. Methylphenidat bindet an den DAT
und hemmt den Riicktransport von Dop-
amin in die Prdsynapse. Die dadurch
bedingte lingere Verweilzeit des Trans-
mitters an postsynaptischen Dopamin-
rezeptoren verstirkt die dopaminerge
Transmission. Bei ADHS-Patienten
wurde im Striatum eine primér erhdhte
DAT-Dichte festgestellt [20], eine Hem-
mung dieses essenziellen Transportpro-
teins durch Methylphenidat wiirde die
funktionellen Storungen bei ADHS aus-
gleichen und damit die klinische Wirk-
samkeit zumindest teilweise erklaren.
Die Amphetamine und einige weitere
strukturverwandte Analoga interagie-
ren ebenfalls mit dem DAT. Sie fiihren
jedoch, da sie als DAT-Substrat in die
Nervenzelle eingeschleust werden, zu
einer vermehrten Freisetzung von Dop-
amin aus dem zytosolischen Pool in den
Extrazelluldrraum (Abb. 4).

Methylphenidat und Amphetamine ru-
fen am Versuchstier vergleichbare Wir-
kungen und Verhaltensédnderungen her-
vor [5], die im Wesentlichen auf den
extrazelluldren Anstieg der Dopamin-
konzentration im Striatum und im Nu-
cleus accumbens zuriickzufiihren sind
[21]. Diese akuten Wirkungen haben
jedoch nichts mit den neurotoxischen
Effekten der Amphetamine zu tun, die
nach heutigem Kenntnisstand eindeutig
auf die Beeinflussung der intrazelluldren
Kompartimentierung von Dopamin zu-
riickgefiihrt werden. Experimentell wur-
de nachgewiesen, dass die extrazelluldre
Dopaminkonzentration fiir die Zellscha-
digung keine Rolle spielt [23]. Wie be-
reits erldutert und in Abbildung 4 darge-
stellt, binden Amphetamine als Substrat
an den DAT, werden auf diesem Weg in
das Neuron eingeschleust und intrazel-
lulér iiber den vesikuldren Monoamin-
transporter (VMAT) in den Dopamin-
Speichervesikeln angereichert. Das dort
gespeicherte Dopamin wird im Gegen-
zug in das Zytosol zuriickverteilt [42].
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Abb. 4. Schematische Darstellung der Angriffspunkte und pharmakologischen Wir-
kungen von Methylphenidat und von Amphetamin/Metamphetamin auf die Transmis-

sion von dopaminergen Nervenendigungen

Neben dem extrazelluldren Konzentrationsanstieg von Dopamin, der sowohl durch Methylphe-
nidat als auch durch Amphetamin und Metamphetamin ausgelést wird, ergeben sich aufgrund
der verschiedenen Angriffspunkte beider Wirkstoffe zahlreiche Differenzen in der Wirkung.
Hervorzuheben sind insbesondere die unterschiedlichen Effekte auf die intrazellulare Dopamin-
verteilung, die erhebliche Konsequenzen fir das neurodegenerative Potenzial dieser Substanzen
haben. Detaillierte Erlauterungen sind im laufenden Text zu finden.

Die kleinen geschlossenen Kreise stellen Dopaminmolekdle dar, aus deren Haufigkeit die Konzen-
tration im entsprechenden Kompartiment abzuleiten ist. AR = Autorezeptor, AMPH = Amphet-
amin/Metamphetamin, DAT = Dopamintransporter, DOPAC = Dihydroxyphenylessigsaure,

MPH = Methylphenidat, VMAT = vesikularer Monoamintransporter

Die zytosolische Transmitterkonzen-
tration steigt, und Dopamin wird durch
Amphetamine via DAT retrograd aus
den Nervenendigungen in den extrazel-
luldren Raum ausgeschleust [4, 42].

Amphetamine wirken selektiv neuroto-
xisch auf das dopaminerge Neuron. Es
kommt zu Schiadigungen am Axon und
an den Nervenendigungen, die jedoch
nicht zwangsldufig zum Zelltod fiithren
[32, 33]. Die Mechanismen sind hinrei-
chend bekannt, und der Erh6hung der
intrazelluliren Dopaminkonzentration
wird dabei eine zentrale Rolle zuge-
schrieben. Es kommt zur verstarkten
Autooxidation von Dopamin mit Bil-
dung von Dopaminchinon und anderen
reaktiven Verbindungen [41], die in-
trazelluldre Schiden durch oxidativen
Stress hervorrufen [14, 23] und zusétz-
lich im Bereich der geschéddigten Ner-
venendigungen eine anhaltende Glu-
tamatfreisetzung erzeugen [46]. Eine
dadurch bedingte Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren mit exzitotoxischer
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Wirkung wird als weiterer wesentlicher
Pathogenititsfaktor angesehen [25].
Die neurotoxische Wirkung der Amphet-
amine auf dopaminerge Zellen und die
pathophysiologische Schiadigungskas-
kade beim Morbus Parkinson weisen
zahlreiche Parallelen auf, angefangen
von dhnlichen Genexpressionsmustern,
die auf die Aktivierung zellschidi-
gender und proapoptotischer Mechanis-
men schlieBen lassen [6, 18, 47], iiber
reaktive Metaboliten und die Beeinflus-
sung der Mitochondrienfunktion [9], bis
hin zur gegenseitigen Verstdrkung spe-
zifisch neurotoxischer Effekte bei kom-
binierter Gabe von Amphetaminen und
Substanzen, die ein experimentelles Par-
kinson-Syndrom ausldsen [28].

Fiir Methylphenidat gibt es bislang kei-
nen bedeutsamen Hinweis, dass dadurch
vergleichbare toxische Wirkungen wie
durch Amphetamine oder andere zur Er-
zeugung eines experimentellen Morbus
Parkinson genutzte Toxine ausgeldst
werden. Im Gegenteil, durch Ex-vivo-
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Studien wurde nachgewiesen, dass Me-
thylphenidat zusétzlich zur DAT-Blo-
ckade durch Aktivierung des VMAT
intrazelluldr zur Umverteilung von Dop-
amin aus dem Zytosol in die vesiku-
ldren Speicher beitragt [36]. Der VMAT
hat eine sehr wichtige Schutzfunktion.
In neuronalen Kulturen von VMAT-
Knock-out-Mdusen wurde aufgrund
der hoheren zytosolischen Dopamin-
konzentration eine extrem gesteigerte
Empfindlichkeit gegeniiber Metamphet-
amin festgestellt [22]. Die Aktivitét des
VMAT als ,,Dopamin-Sequestrierer*
ist ein wichtiger neuroprotektiver Fak-
tor. Methylphenidat erhoht die Aktivitit
des VMAT-2-Proteins, verstarkt die Dop-
aminspeicherung und schiitzt die Zelle
vor dem instabilen Transmittermolekiil
[16, 37], wahrend Metamphetamin im
gleichen Experiment den diametral ent-
gegengesetzten Effekt hervorruft, der
zur Degeneration dopaminerger Nerven-
endigungen fiihrt [16]. Diese Befunde
werden durch In-vivo-Studien an Méu-
sen gestiitzt, bei denen die wiederholte
Gabe von Methylphenidat {iber einige
Tage eine Verminderung im striatalen
Gehalt von Dopamin und DOPAC be-
wirkt, die jedoch reversibel ist und nicht
auf ein spezifisches neurotoxisches Po-
tenzial hindeutet [48]. Demgegeniiber
flihrt Amphetamin bei Primaten in the-
rapeutisch relevanten Expositionen zur
Schéadigung von dopaminergen Nerven-
endigungen [34].

Die in der Studie von Moll et al. [27]
beschriebene Abnahme der striatalen
DAT-Dichte ist angesichts der phar-
makologischen Wirkungen zu erwar-
ten, denn bei einer selektiven Bindung
und Hemmung des DAT durch Methyl-
phenidat muss mit adaptiven Verdnde-
rungen dieses Transportproteins ge-
rechnet werden. Sowohl in klinischen
als auch in tierexperimentellen Studien
ruft Methylphenidat eine Reduktion der
DAT-Bindungsdichte hervor [31, 44],
die als kompensatorische Down-Regu-
lation anzusehen ist, durch die Aktivie-
rung der Proteinkinase C initiiert wird
und als endozytotische Internalisierung
des membranstindigen Transporters an-
zusehen ist [26]. Dieser Vorgang geht
per se nicht mit neurodegenerativen Ver-
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dnderungen einher. Die DAT-Bindungs-
dichte ist damit als alleiniger Biomar-
ker zur Erfassung einer dopaminergen
Neurodegeneration, insbesondere nach
pharmakologisch bedingter DAT-Blo-
ckade, vollig ungeeignet. Zum Nach-
weis Morbus-Parkinson-dhnlicher Ver-
dnderungen am Tier sollte eine gezielte
histologische Untersuchung der mesen-
zephalen dopaminergen Neuronen unter
qualitativen und quantitativen Gesichts-
punkten erfolgen.

Dieses Beispiel macht deutlich, dass
das Studiendesign zur Erfassung und
Bewertung neurodegenerativer Arznei-
mittelwirkungen anhand der erlduterten
Kriterien weiter optimiert werden kann.
Dennoch haben diese Ergebnisse [27]
und die nachfolgende Diskussion deut-
lich gezeigt, dass trotz einer liber Jahr-
zehnte etablierten und bewahrten The-
rapie letztlich keine endgiiltige Klarheit
iiber die langfristigen toxischen Auswir-
kungen der Methylphenidat-Langzeitbe-
handlung auf das dopaminerge System
im ZNS besteht. Tierexperimentelle
Langzeitstudien (Applikationszeitraum
>6 Monate), wie sie heute im Rahmen
der préklinischen Arzneimittelentwick-
lung vor der chronischen Anwendung
am Menschen vorgeschrieben sind, feh-
len fiir Methylphenidat weitgehend.
Die damaligen Standards zur Testung
der Arzneimittelsicherheit sahen sol-
che Studien nicht vor. Dennoch sollten
die heutigen Priifstandards — zumindest
theoretisch — auf ihre Tauglichkeit {iber-
priift werden, eine neurodegenerative
Arzneimittelwirkung zuverldssig vor-
herzusagen. Zu diesem Zweck soll der
gerade diskutierte Fall einer mesenze-
phalen dopaminergen Nervenzellsché-
digung — dem Morbus Parkinson ver-
gleichbar — angenommen und zugrunde
gelegt werden.

Erfasst die tibliche
Toxizitatspriifung von Arznei-
mitteln neurodegenerative
Verdanderungen?

Einer neurodegenerativen Krankheit
liegt ein chronisch fortschreitender pa-
thologischer Prozess zugrunde, dessen
Symptome erst spét sichtbar werden.

Wenn arzneimittelbedingte neurodege-
nerative Verdnderungen gezielt prékli-
nisch untersucht werden sollen, kann
das nur im Rahmen so genannter chro-
nischer Toxizitétsstudien erfolgen. De-
ren wesentliche Priifanforderungen sind
in der Richtlinie CPMP/SWP/1042/99
[12] festgelegt. Die in diesem Doku-
ment enthaltenen Empfehlungen zur
ZNS-Untersuchung sind sehr allgemein.
Es ist vorgesehen, das ZNS nach einer
Standardfarbung histologisch zu unter-
suchen. Koronale Schnitte aus drei un-
terschiedlichen Bereichen sollen Auf-
schluss geben, ob Verdnderungen und
Schédigungen im GroBhirn, im Klein-
hirn und im Hirnstamm aufgetreten
sind. Nur bei entsprechenden Hinwei-
sen (z.B. Verhaltensauffilligkeiten,
ZNS-Funktionsstérungen, histologische
Befunde) sind gezielte Folgeuntersu-
chungen vorgesehen.

Mit dieser Standardpriifung wiirde ei-
ne vorhandene oder womdglich erst
im Entstehen begriffene Degenerati-
on mesenzephaler Nervenzellen ange-
sichts der geringen Ausdehnung der
betroffenen Kerngebiete mit hoher
Wahrscheinlichkeit nicht festgestellt
werden. Da vergleichbare neurodege-
nerative Krankheiten beim Tier nicht
auftreten und nur gesunde Tiere fiir die
Toxizitdtspriifungen verwendet wer-
den, die keinen pathogenen Kofaktoren
ausgesetzt sind, ist es fraglich, ob de-
generative Verdnderungen im erforder-
lichen Behandlungszeitraum von sechs
oder neun Monaten iiberhaupt auftre-
ten wiirden und ob sie ohne eine Spe-
zialfarbung bei gezielter Untersuchung
der Zielzellen auch festzustellen wié-
ren. Da eine arzneimittelbedingte Neu-
rodegeneration in den meisten Fillen
auf pharmakodynamisch bedingte Wir-
kungen zuriickzufiihren ist, konnte das
neurodegenerative Potenzial einer Sub-
stanz trotz variabler Zielstrukturen und
unterschiedlicher Schadigungsmecha-
nismen durch die folgende Ergdnzung
der Richtlinie CPMP/SWP/1042/99
[12] gezielter als bisher erfasst werden:
,.Bel ZNS-aktiven Wirkstoffen sind die
jeweiligen Zielzellen bzw. die ZNS-Re-
gionen, die aufgrund des Rezeptorpro-
fils dieser Substanz oder anderer sub-
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stanzbedingter Effekte wahrend einer
Therapie direkt beeinflusst werden, in
Erginzung zu den unter Appendix 1 ge-
nannten Strukturen gezielt auf toxische
Effekte zu untersuchen. Wenn es wis-
senschaftlich begriindete Anhaltspunkte
fiir eine spezifische Neurotoxizitét gibt,
sind ergéinzende Studien — bevorzugt in
Form gezielter histopathologischer Un-
tersuchungen der betroffenen Hirnge-
biete — durchzufiihren, die zum Nach-
weis und zur weiteren Charakterisierung
dieser spezifischen Schéidigung geeig-
net sind.”

Diese erweiterten Untersuchungen des
Gehirns konnten — ebenfalls ohne die
Notwendigkeit zusétzlicher Tierver-
suche — im Rahmen der gemiB Richt-
linie CPMP/SWP/2877/00 [10] er-
forderlichen Karzinogenitdtsstudien
durchgefiihrt werden. Das hitte den
Vorteil einer lebenslangen Wirkstoff-
exposition und wiirde mogliche wei-
tere Einflussfaktoren im Rahmen der
Alterungsprozesse im Organismus er-
fassen, die von erheblicher klinischer
Relevanz sein konnen, im Rahmen
der chronischen Toxizitétsstudien aber
nicht ausreichend beriicksichtigt sind.
In Anlehnung an das vorgestellte Be-
wertungssystem ist festzustellen, dass
diese liber die gesamte natiirliche Le-
bensspanne der verwendeten Nagetiere
durchgefiihrten Untersuchungen das Be-
wertungskriterium ,,Ontogenese®, das
fiir die Entwicklung einer Neurodege-
neration beim Menschen von enormer
Bedeutung ist, wesentlich besser be-
riicksichtigen als Studien, die bei aus-
gewachsenen, aber bei Studienabschluss
wesentlich jingeren Tieren durchge-
fiihrt werden und nach einigen Wochen
bis Monaten abgeschlossen sind. Na-
tiirlich gibt es weit mehr Einflussfak-
toren auf die Entstehung und den Ver-
lauf einer Neurodegeneration, daher ist
es praktisch unmoglich, einen solchen
multifaktoriellen Krankheitsprozess
vollstidndig durch préklinische Modelle
zu simulieren. Umfassende Sachkennt-
nis zur Krankheit und zum verwendeten
Testmodell sowie eine geeignete Aus-
wahl von relevanten Biomarkern kon-
nen die Aussagekraft praklinischer Stu-
dien jedoch wesentlich erhdhen.
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Schlussfolgerung

Im Zusammenhang mit den prakli-
nischen Untersuchungen, die im Rah-
men der Arzneimittelentwicklung
durchgefiihrt werden, wurden einige
Schwierigkeiten und Defizite darge-
stellt, die den Nachweis von neuropro-
tektiven und neurodegenerativen Sub-
stanzwirkungen erschweren oder sogar
verhindern kénnen. Diese Probleme
sind einerseits den gegenwirtig nur be-
grenzt verfligbaren und nur bedingt ge-
eigneten Krankheitsmodellen anzulas-
ten, weil dadurch keine zuverlissige
Vorhersage von klinisch-neuroprotek-
tiven Wirkungen mdglich ist, und sie
sind andererseits auf spezifische Méan-
gel im Bereich der standardisierten Si-
cherheitspriifung zuriickzufiihren, die
bei zu oberflachlicher Studienplanung
und Interpretation von Daten und bei
der Verwendung von ungeeigneten Bio-
markern zu falsch positiven oder falsch
negativen Ergebnissen fithren konnen.
Wissenschaftlicher Sachverstand, pro-
funde und umfassende Kenntnis der
Datenlage und eine interdisziplinire
Herangehensweise konnen helfen, die
Planung und Durchfithrung von prakli-
nischen Studien weiter zu optimieren
und deren Ergebnisse im jeweils spe-
zifischen Fall richtig zu interpretieren.
Die vorgestellten Bewertungskriterien
fiir praklinische Testmethoden, die Aus-
wahl von adidquaten Biomarkern und ei-
ne bessere und flexiblere Planung und
Vernetzung der experimentellen Unter-
suchungen zur Pharmakologie und Toxi-
kologie im Einklang mit den klinischen
Studien konnten dazu beitragen, die
Vorhersage der neuroprotektiven und
neurodegenerativen Wirkungen von
Arzneimitteln beim Menschen anhand
von préklinischen Untersuchungen weit
zuverldssiger zu machen, als es gegen-
wirtig noch der Fall ist.
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Neuroprotective and neurodegenerative
drug effects — which role do preclinical
data play for their detection?

Preclinical studies provide essential information
about the effects and safety of drugs, and a battery
of specific preclinical tests is required for the ap-
proval of clinical trials as well as for drug market-
ing authorization. However, validated preclinical
tests to predict neuroprotection and neurodegen-
eration by drugs do not exist. The available ex-
perimental models are not capable of mimicking
the progression of neurodegenerative diseases,
and clinical neuroprotection or neurodegenerative
drug effects are hardly predictable for this reason.
Therefore, the present paper deals with the con-
ditions under which preclinical studies are more
suitable for detection and characterization of neu-
roprotective and neurodegenerative drug effects.
Preclinical disease models should be checked and
compared by certain assessment criteria, such
as the degree of complexity, comparability with
human physiology and pathophysiology and ad-
equate consideration of ontogenic development
for disease progression. Another essential crite-
rion for the efficient interpretation of preclinical
data is the selection of suitable biomarkers for the
experimental question of concern. By a relevant
example it should be demonstrated that these cri-
teria allow a well-founded assessment of a drug’s
desired effects and safety, and in the framework of
such a preclinical safety testing specific neurode-
generative effects could be detected more reliably
than it is common practice today.

Keywords: Preclinical drug development, animal
models, neuroprotection, neurodegeneration
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