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Einleitung

Dr. med. vet. MLaw Julika Fitzi-Rathgen, Fachstelle Tierversuche, Schweizer Tierschutz STS, anléss-
lich der 11. STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompetenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit
weniger Tierversuchen?“ vom 18. Mai 2018 in Olten

Mit dem Start des neuen 3R-Kompetenzzentrums (3RCC) sollen die 3R-Prinzipien nach
mehr als 20 Jahren endlich so durchgesetzt werden, wie es der Gesetzgeber 1993 mit Art.
22 im Tierschutzgesetz festschrieb: Der Bund férdert in Zusammenarbeit mit Hochschulen
und Industrie insbesondere die Entwicklung, Anerkennung und Anwendung von Methoden,
die Tierversuche ersetzen, mit weniger Versuchstieren auskommen oder eine geringere Be-
lastung derselben zur Folge haben.

Bisher wurden vor allem die Ersatzmethoden, die, obwohl sie ein ausgewiesenes wirtschaft-
liches und wissenschaftliches Potential haben, kostenginstiger und schneller sind, in der
Schweiz bislang kaum genutzt. Das soll sich nun andern. Auf wissenschaftlicher und ékono-
mischer Ebene sind Méglichkeiten und Einsatz von Ersatzmethoden doch vielfach weit gros-
ser als bei Tierversuchen. Nicht ohne Grund investieren EU und USA erhebliche Mittel in
deren Entwicklung und Implementierung.

Fur Tierfreunde und Tierschitzer ist die entscheidende Frage, ob mit dem neuen Kompe-
tenz-zentrum ein deutlicher Rickgang bei Tierversuchen ausgeldst werden kann. Und auch,
ob es gelingt, Industrie, Hochschulen und Universitaten, so zu vernetzen, dass die 3R, ins-
besondere die Ersatzmethoden, bei den Forschungsaktivitaten in den Vordergrund rucken.
Gerade die akademische Forschung hatte in den letzten Jahren steigende Tierversuchszah-
len zu verzeichnen und musste sich nun vermehrt in diesem Bereich engagieren.

Diese und weitere Aspekte werden wir heute gemeinsam mit kompetenten Referentinnen
und Referenten aus dem In- und Ausland an unserer Tagung betrachten.



Erwartungen des BLV an das 3R-Kompetenzzentrum 3RCC

Dr. med. vet. Kaspar Jorger, Leiter Tierschutz, Bundesamt fir Lebensmittelsicherheit und Veterinér-
wesen BLV, anlasslich der 11. STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompetenzzentrum (3RCC) — bes-
sere Forschung mit weniger Tierversuchen?“ vom 18. Mai 2018 in Olten

Die 3R-Prinzipien® (replace, reduce, refine) miissen bei jedem Tierversuch umgesetzt wer-
den. In der Schweiz sind Forschende verpflichtet, die Anzahl der Tiere fUr Tierversuche auf
ein Minimum zu reduzieren. Alternativmethoden missen anstelle von Tierversuchen einge-
setzt werden, wenn sie vorhanden sind. Die unbedingt nétigen Tierversuche sind so scho-
nend wie mdglich durchzufthren.

Am Ersatz von Tierversuchen, der Durchfiihrung von weniger Tierversuchen und der Ent-
wicklung von weniger belastenden Tierversuchen arbeiten alle Beteiligten, die Forschenden,
die Forschungsférderer, die pharmazeutische Industrie und die Behdérden gemeinsam. Zur
Starkung der Umsetzung des 3R-Prinzips hat der Bundesrat die Schaffung eines nationalen
Kompetenzzentrums 3RCC? empfohlen.

Als Resultat von mehreren Workshops wurde die Rektorenkonferenz swissuniversities vom
Bund (Staatssekretariat fur Bildung, Forschung und Innovation SBFI, und BLV) beauftragt,
ein Konzept fur die Struktur eines neuen nationalen 3RCC zu erarbeiten. Das neue 3RCC ist
im Mérz 2018 gegrundet worden. Es ist als Netzwerk mit 11 Hochschulen konzipiert und wird
von den Hochschulen, der Industrie (Interpharma), dem Bund und dem Schweizer Tierschutz
getragen.

Die Erwartungen des BLV an das neue 3RCC sind hoch, insbesondere bei den Schlls-
selelementen Ausbildung, Kommunikation und 3R-Forschung.

Das Kernelement fir wirkungsvolle und nachhaltige Verbesserungen fir die Versuchstiere
und fur die Senkung der Tierzahlen bildet eine fundierte Aus-, Weiter- und Fortbildung der
Forschenden. Die enge Anbindung an die Hochschulen erlaubt, dass das Thema 3R neu
bereits zu einem frihen Zeitpunkt im Curriculum der Studierenden aller naturwissenschaftli-
chen und medizinischen Studienrichtungen aufgenommen wird. Ziel ist in den schweizeri-
schen Versuchstierhaltungen, Forschungsinstituten und Laboratorien eine 3 R-Kultur zu
etablieren.

Um dies zu erreichen muss vom 3 RCC eine 3R-Ausbildungsstrategie erarbeitet und umge-
setzt werden, welche die unterschiedlichen Formate in der Aus- und Weiterbildung beriick-
sichtig und die Koordination zwischen den existierenden Programmen der Hochschulen im
Bereich 3R-Lehre sicherstellt.

Diese Schlisselstelle im Bereich Aus-, Weiter- und Fortbildung erlaubt dem 3 RCC insbe-
sondere zum ,Knowhow-Zentrum fir Tierschutzkonformen Umgang mit Versuchstieren® zu
werden, respektive sich im Bereich 3 R ganz allgemein zur Plattform fur den Wissens- und
Erfahrungsaustausch der Tierversuchs-Community zu entwickeln. Das 3 RCC hat ein Kom-
munikationskonzept zu erarbeiten, welches den Aufbau einer professionellen Anlaufstelle fur
die verschiedenen Stakeholder beinhaltet, die kiinftig eine strukturierte Kommunikation mit
den Stakeholdern (den Studierenden, den Forschenden, der Offentlichkeit, den Medien, den
Behorden und der Politik) erlaubt.

! 3R-Prinzipien — Replace, Reduce, Refine

Z Zukunft der Stiftung Forschung 3R und Alternativmethoden fiir Tierversuche, Bericht des Bun-
desrates in Erfullung des Postulats 12.3660 der Kommission fur Wissenschaft, Bildung und
Kultur NR vom 17.8.2012



Mit dieser aktiven Kommunikation nach innen und nach aussen, soll sowohl innerhalb der
Forschungsgemeinschaft als auch in der Bevolkerung eine grosstmdgliche Transparenz si-
chergestellt werden. Und schliesslich wird die internationale Vernetzung mit weiteren 3 R
Kompetenzzentren in Europa und weltweit fir den Austausch von Wissen, Erfahrungen und
Methoden erwartet.

Fur die 3R-Forschung muss eine Forschungsstrategie entwickelt werden, in der qualitativ
hochstehende, kompetitive Forschungsprojekte identifiziert und angestossen werden, die alle
3R-Bereiche (replace, reduce, refine) bertcksichtigt. Es ist denjenigen Projekten eine be-
sondere Bedeutung beizumessen, die neue Methoden oder Technologien bis hin zur Imple-
mentierung entwickeln und die nicht durch andere Férderinstrumente (wie etwa jene des
SNF) gefordert werden. Dabei ist sicher die Erforschung von Alternativmethoden im Fokus.
Im regulatorischen Bereich soll das 3 RCC als Katalysator fur die Umsetzung/Imple-
mentierung der tierversuchsfreien Methoden wirken. So lange Tierversuche unvermeidlich
sind, missen aber auch Studien und Projekte unterstiitzt werden, in denen tierschonende
Methoden entwickelt werden, die eine effektive und nachhaltige Verminderung der Belastung
der Versuchstiere anstreben. Weiter sind auch Methoden zu fordern, welche fir aussage-
kraftige Forschungsergebnisse die erforderliche optimale Anzahl der eingesetzten Versuchs-
tiere zum Ziel haben.

Mit der Entwicklung geeigneter Evaluationsinstrumente und ,key indicators® fur den 3R-
Bereich, sollen die Forschritte in Lehre und Forschung gemessen und in Faktenblattern
ausgewiesen werden (Monitoring). Zudem sollen Grundlagen geschaffen werden mit denen
«nicht publizierbare» Ergebnisse in allen 3 R-Forschungsbereichen bewirtschaftet werden
kénnen.

Das BLYV freut sich auf die enge Zusammenarbeit mit dem 3RCC. Es ist gerne bereit, Fort-
schritte in der Umsetzung der 3R-Prinzipien anzuerkennen und die Leistungen aller Beteilig-
ten zu unterstitzen.



Das Schweizer 3R-Kompetenzzentrum: Forderung von For-
schung und Ausbildung im Bereich 3R

Dr. Chantra Eskes, Direktorin 3RCC, anlasslich der 11. STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompe-
tenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit weniger Tierversuchen? vom 18. Mai 2018 in Olten

Das Schweizer Tierschutzgesetz verlangt, dass alle Personen, die mit Tieren umgehen, de-
ren Bedirfnissen in bestmdglicher Weise Rechnung tragen und soweit es der Verwendungs-
zweck zulasst fur inr Wohlergehen sorgen. Innerhalb der letzten zehn Jahre wurde auf inter-
nationaler Ebene erheblicher Fortschritt bei der Verminderung (reduce), Verbesserung (re-
fine) und Vermeidung (replace) von Tierversuchen fur regulatorische Zwecke erzielt. Am 27.
Méarz 2018 wurde das Schweizerische 3R-Kompetenzzentrum (3R Competence Centre,
3RCC) gegriindet, um die 3R-Grundséatze in den Bereichen der Forschung und Ausbildung
weiter zu fordern.

Unter der Prasidentschaft der Nationalratin Dr. Kathy Riklin setzt sich das Schweizerische
3R-Kompetenzzentrum aus Vertreterinnen und Vertretern der Lehre, der Industrie, der Regu-
lierungsbehorden, der Regierung und der Tierschutzorganisationen zusammen, wozu auch
die elf bedeutendsten Universitaten und weiterfihrenden Ausbildungsinstitute der Schweiz
sowie der Verband der forschenden pharmazeutischen Firmen der Schweiz (Interpharma),
das Bundesamt fur Lebensmittelsicherheit und Veterindrwesen (BLV) und der Schweizer
Tierschutz STS zahlen. Als nichtkommerzielle Forschungseinrichtung von nationaler Bedeu-
tung gemass Artikel 15 des Bundesgesetzes lber die Férderung der Forschung und der In-
novation (FIFG) erhdlt das 3RCC dartber hinaus auch weitreichende Unterstiitzung durch
das Staatssekretariat fur Bildung, Forschung und Innovation (SBFI).

Das Kompetenzzentrum ist dankenswerterweise in den Raumlichkeiten der Universitat Bern
untergebracht. Zweck ist die Unterstiitzung qualitativ hochwertiger Projekte und die Erarbei-
tung eines Ausbildungsprogramms sowie einer Kommunikationsstrategie, die dazu beitra-
gen, die 3R-Grundsatze zu férdern. Eine erste Ausschreibung fiir Forschungsprojekte ist fir
Ende 2018 geplant. Mit dem Ausbildungsprogramm und der Kommunikationsstrategie zielt
das 3RCC darauf ab, allen an Tierversuchen beteiligten resp. interessierten Personen aktu-
elle Informationen zu Alternativmethoden zuganglich zu machen. Schliesslich wird das 3RCC
Fortschritte bei der Umsetzung der 3R-Grundsatze in der Schweiz Uberprifen und den Be-
horden, Ausbildungsinstituten und anderen interessierten Akteuren, die den Wunsch haben,
sich naher Uber die 3R-Grundsétze und Alternativmethoden zu Tierversuche zu informieren,
seine Dienste anbieten.



Die  Berlin-Brandenburgische Forschungsplattform
BB3R — Forschung und Graduiertenausbildung seit 2014

Prof. Dr. Monika Schéfer-Korting, Institut fir Pharmazie, Freie Universitat Berlin, anlasslich der 11.
STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompetenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit weniger Tier-
versuchen?“ vom 18. Mai 2018 in Olten

Die 2014 an der FU Berlin gegrindete Berlin-Brandenburger Forschungsplattform BB3R
bindelt die 3R-bezogenen Kompetenzen der Region und fordert die systematische For-
schung in diesem Bereich. Das integrierte Graduiertenkolleg ist weltweit das erste, das eine
strukturierte Qualifikation von Nachwuchswissenschaftlern, Doktoranden und Juniorprofesso-
ren im Bereich der 3R bietet. Das Bundesministerium fur Bildung und Forschung (BMBF)
fordert die Forschungsplattform mit einer Anschubfinanzierung.

11 Griundungsmitglieder forschen in den Bereichen Krankheitsmodelle der Haut, Immunolo-
gie, Human-on-a-Chip, Nanotoxikologie, In-Silico-Wirkstoffanalyse und Drug Design (Reduc-
tion / Replacement). Fiur nicht ersetzbare Tierversuche werden Refinement-Maflihahmen
entwickelt und Belastungen durch Mehrfachversuche, diese ebenfalls mit dem Ziel der Sen-
kung der Tierzahlen, untersucht. Nicht nur die Doktoranden, sondern auch drei Juniorprofes-
soren erweitern den Kreis erfahrener Wissenschaftler von Anfang an. Neun einschlagig aus-
gewiesene Wissenschaftler starken das Konsortium als assoziierte Mitglieder. Erste Absol-
venten haben bereits fihrende Positionen inne bzw. Rufe erhalten und kdnnen damit ihre
3R-bezogene Forschung im nationalen bzw. internationalen Rahmen fortsetzen.

Neben dem Forschungsprojekt sind z. B. regelmafRige Doktorandensymposien, eine 3R-
Seminarreihe und jahrliche Spring Schools Teil des Graduiertenprogramms. Hierbei wird auf
eine Vermittlung von Kenntnissen aller 3 R besonderer Wert gelegt. Kurse der Gibergeordne-
ten Dahlem Research School (DRS) der Freien Universitat Berlin vermitteln allgemeine
Kompetenzen (z.B. Prasentieren, statistische Auswertung, gute wissenschaftliche Praxis).
Externe Doktoranden kdnnen in das Graduiertenkolleg aufgenommen werden, sofern sie auf
einem der 3R-Gebiete arbeiten und die Qualitatsanforderungen der DRS erfillen.

Die Forschung des Konsortiums wird anhand ausgewahlter Beispiele prasentiert. Die Ar-
beitsgruppe Schonfelder befasst sich mit der Entwicklung einer individualisierten
Schmerztherapie bei Mausestammen, denn die Maus ist bisher das am meisten verwendete
Tier im Versuch. Aufgrund der gewonnenen Erkenntnisse sollen zukiinftig verbesserte Emp-
fehlungen zur Dosierung von Buprenorphin fir verschiedene Mausstamme gegeben werden
kdnnen, um Schmerzen wahrend des Versuches auf das unerlassliche Mal3 zu reduzieren
(Refinement).

Die Arbeitsgruppe Schafer-Korting etabliert Tumormodelle des hellen Hautkrebses und von
Kopf-Hals-Tumoren zur Untersuchung der Aufnahmen und Wirkung von Zytostatika. Bei die-
sen ist die Ubertragbarkeit von Ergebnissen aus Tierversuchen bei weitem am geringsten.
Dem soll mit einer integrierten Teststrategie entgegengewirkt werden, wobei ein Arzneistoff-
kandidat in der praklinischen Phase zunachst am 3D-Modell auf Eignung und Vertraglichkeit
gepruft wird. Nur die dabei erfolgreichen Substanzen missen am Tier auf Vertraglichkeit
getestet werden, um bei der Erstanwendung am Menschen unerwinschte Wirkungen soweit
als moglich auszuschliel3en.



Humane Lungenkulturen als Beispiel fur Forschung am
neuen Charité 3R-Zentrum

Prof. Dr. med. Stefan Hippenstiel, Medizinische Klinik, Charité - Universitdtsmedizin Berlin, anlasslich
der 11. STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompetenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit weni-
ger Tierversuchen?“ vom 18. Mai 2018 in Olten

Die Lungenentziindung (Pneumonie) gehort zu den funf haufigsten Todesursachen des
Menschen weltweit und stellt in Europa eine Volkskrankheit dar. Untersuchungen an grol3en
Patientenkollektiven zeigen, dass die Sterblichkeit an dieser Erkrankung seit Uber sechzig
Jahren unverandert ca. 13 % betrégt. Dies ist umso erstaunlicher, bedenkt man die erhebli-
chen Bemihungen der Grundlagenforschung, die Fortschritte der Intensivmedizin und die
Verfuigbarkeit einiger Impfungen gegen Pneumonieerreger.

Der mit Abstand am haufigsten isolierte Erreger ist das Bakterium Streptococcus pneumoni-
ae. Insbesondere zoonotische virale Erreger von Pneumonien, wie Influenzaviren oder
SARS- und MERS-Coronviren weisen zusatzlich erhebliches epidemisches und pandemi-
sches Potential auf.

Will man diese Erreger untersuchen ist zu bedenken, dass Streptococcus pneumoniae ein
strikt humaner Erreger ist, wahrend obengenannte Viren starke Speziesspezifitat aufweisen.
Viele dieser Erreger sind daher also nur mit sehr beschrénkter Aussagekraft fir den Men-
schen in Tiermodellen untersuchbar, fir einige gibt es nur sehr unzureichende Modelle tber-
haupt (1, 2). An diesen Beispielen wird bereits deutlich, dass Tiermodelle zumindest in Be-
zug auf manche Erkrankungen erhebliche Einschrankungen in ihrer Ubertragbarkeit auf den
Menschen haben. Darlber hinaus bestehen speziesabhangig grol3e Unterschiede in wesent-
lichen physiologischen und pathophysiologischen Merkmalen. Der Einsatz moglichst homo-
gener Versuchstierpopulationen und verschiedene weitere Aspekte tragen mit dazu bei, dass
viele in Grundlagen und praklinischen Forschung erfolgreiche Anséatze im klinischen Uber-
trag scheitern. Neben ethischen gibt es also zahlreiche wissenschaftliche Griinde zur energi-
schen Entwicklung tragfahiger Alternativmethoden zum Tierversuch. Das neue Zentrum Cha-
rité 3R verfolgt daher das Ziel, in allen 3R Bereichen Aktivitaten der Fakultat zusammenzu-
fuhren mit einem Schwerpunkt auf der systematischen Entwicklung von Alternativmethoden.
Von vorne herein wird dabei eine interdisziplindre Zusammenarbeit mit lokalen und externen
Partnern angestrebt. Die Beteiligten sind davon Uberzeugt, dass die Entwicklung der Modelle
selbst eine hohe wissenschaftliche Herausforderung darstellt und erhebliche Anstrengungen
zur Standardisierung und Distributierbarkeit (z. B. Kryokonseriverung) erfolgen sollten.

Als Beispiel wird hier ein ex vivo Kultur- und Infektionsmodel humanen Lungengewebes vor-
gestellt, welches die Untersuchung relevanter Infektionsprozesse von Bakterien (3-6) und
Viren (7-11) in der Pneumonie erlaubt. Dabei ist zu bedenken dass natirlich auch dieses
Modell in der derzeitigen Form seine inhérenten Limitationen besitzt, so findet weder Atmung
noch Blutkreislauf Beachtung. In dem Gewebe kénnen die Replikation der viralen und bakte-
riellen Erreger anhand klinischer Isolate im Vergleich untersucht werden, ohne dass diese
Adaptationen bendtigen, welches wiederum die Ermittlung der echten erregerspezifischen
Virulenz ermdglicht. Unter Einsatz von konfokaler Spektralmikroskopie werden der Erreger-
tropismus und lokale alveolare Schadenmuster identifiziert. Diese spatiotemporal hoch auf-
geltste Mikroskopie ermdglicht es, etwa die Bewegung und Lokalisation von Mitochondrien
und die Entstehung von Apoptose im dreidimensionalen Gewebe in Anwesenheit fluoreszie-
render Erreger live zu verfolgen. Daneben kommen traditionelle Methoden etwa zur Mes-
sung der entziindlichen Aktivierung (z. B. Interferone) zur Anwendung. Anhand von z. B.
GFP-markierten Proteinen, Ubertragen mittels viraler Transduktion, kdnnen molekulare Me-
chanismen im ausdifferenzierten Gewebe analysiert werden.



Insgesamt stellt diese Methode also nicht nur eine Alternative zum klassischen Tierversuch
dar, sondern sie erlaubt (bei ihren eigenen Limitationen) Aussagen von hoher biomedizini-
scher Relevanz, die in Tiermodellen nicht zu erlangen sind.
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Das Tox21-Konzept: Toxikologie ohne Tierversuche

Prof. Dr. med. Horst Spielmann, Institut fir Pharmazie, Freie Universitat Berlin, anlasslich der 11.
STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompetenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit weniger Tier-
versuchen? vom 18. Mai 2018 in Olten

Weil die Entwicklung neuer Arzneimittel mit Hilfe von Tierversuchen zunehmend teurer wird
und weil viele von ihnen sich bei der Anwendung am Menschen als toxisch oder unwirksam
erwiesen haben, haben Experten der amerikanischen Akademie der Wissenschaften (US
Academy of Science) versucht ein neues wissenschaftliches Konzept fir die Arzneimittelen-
wicklung zu entwerfen, und zwar unabhangig von den ethischen Problemen, von Tierversu-
chen . Die Ergebnisse wurden im Jahr 2007 in dem Buch ,Toxicity Testing in the 21% Centu-
ry — A Vision and a Strategy” veroéffentlicht. Darin kamen die Experten zu dem Schluss ,, in a
not-so-distant future all routine toxicity testing will be conducted in human cells or cell lines in
vitro by evaluating perturbations of cellular responses in a suite of toxicity pathway as-
says....”, d.h. die bisherigen Tierversuche sollen durch Studien mit menschlichen Zellen und
Geweben ersetzt werden.

Ein wesentliches Element dieses ,Tox21-Konzeptes” war der Vorschlag, dass toxische Wir-
kungen von Fremdstoffen, Arzneimitteln und auch von kérpereigenen Wirkstoffen, wie z. B.
Hormonen, auf der Beeintrachtigung normaler Stoffwechselwege beruhen, die Englisch als
Adverse Outcome Pathways (AOPs) bezeichnet werden.

Da es seit 20 Jahren moglich ist, unter physiologischen Bedingungen menschliche Zellen
und Gewebe zu ziichten, wurde das AOP Konzept von Wissenschaftlern in Universitéten,
Industrie und Behdrden intensiv geprift und bestatigt. Dazu hat in Europa u. a. das EU Pro-
jekt ,AXLR8* (= accelerate, beschleunigen) beigetragen, dass ich von 2009 — 2012 an der
FU Berlin koordinieren durfte. Ein erster Erfolg, der auf dem AOP Konzept beruht, war die
Entwicklung neuer OECD Prufmethoden fur die Sensibilisierung der Haut, bei denen
menschliche Zellen und Gewebe verwendet werden, so dass Tierversuche nicht mehr erfor-
derlich sind. Das Tox21- Konzept hat international also zu einem ,Paradigmenwechsel* ge-
fuhrt, so dass inzwischen auf allen Gebieten der Pharmakologie und Toxikologie das AOP
Konzept bei neuen toxikologischen Prifmethoden beriicksichtigt werden muss, und zwar mit
menschlichen Zellen und Geweben. Das fihrt natlirlich auch zum Ersatz der bisher vorge-
schrieben Tierversuche.

Einen entscheidenden Beitrag zu diesem Fortschritt ermdglichen ,Multi-Organ-Chips®, in de-
nen mehrere menschliche ,Miniatur-Organe® geziichtet werden kénnen, habe entscheidend
zu diesem Fortschritt beigetragen. Sie werden inzwischen bei der Entwicklung neuer Arz-
neistoffe eingesetzt und auch zur Risikoabschatzung bei Inhaltsstoffen von Kosmetika, fir
die in Europa Tierversuche nicht mehr durchgefiihrt werden durfen.

Inzwischen hat die US Akademie der Wissenschaften das ,Tox21-Konzept“ Uberprift und im
Jahr 2017 die Studie ,Using 21st Century Science To Improve Risk Related Science* verof-
fentlicht, in der die Experten zu dem Schluss kommen, dass durch das Tox21-Konzept die
Qualitat der Risikoabschéatzung fur den Gesundheits- und Umweltschutz eindeutig verbessert
wird. Um diese Erkenntnis in die Praxis umzusetzen, haben seit Ende 2017 die groRen Bun-
desbehérden der USA — FDA, EPA und NIH - umfangreiche Férderprogramme zur Entwick-
lung sicherer, neuer Arzneimittel und Chemikalien in verbrauchernahen Produkten initiiert.
Es ist zu hoffen, dass dieses Beispiel von Europa und den ubrigen Industrienationen bald
aufgegriffen wird, denn das ,Tox21-Konzept® bestatigt, die wissenschaftliche Uberlegenheit
tierversuchsfreier Methoden.



Auf der Suche nach Alternativen zum Fetalen Kalberserum
— Licht am Ende des Tunnels

Prof. Dr. Gerhard Gstraunthaler, Sektion fur Physiologie, Medizinische Universitat Innsbruck, anlass-
lich der 11. STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompetenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit
weniger Tierversuchen?“ vom 18. Mai 2018 in Olten

Die Verwendung von Seren als Zusatz zu Kulturmedien ist langjahrige Routine in der Zell-
und Gewebekultur. Seren, vor allem Fetales Kélberserum (FBS), versorgen die Kulturen mit
Hormonen, Wachstums- und Anheftungsfaktoren, Bindungs- und Transportproteinen, zusétz-
lichen Aminosauren, Vitaminen und Spurenelementen.

Die Verwendung von Fetalem Kéalberserum birgt aber auch eine Reihe von Nachteilen. Se-
ren konnen bakterielle Toxine (Endotoxine) und unerwinschte Mikroorganismen wie Bakte-
rien (einschlieB3lich Mycoplasmen), Viren oder Prionen enthalten. Darliber hinaus finden sich
enorme jahreszeitliche und geographische Schwankungen in der qualitativen und quantitati-
ven Zusammensetzung einzelner Serum-Chargen, weshalb oft aufwandige Chargenprifun-
gen vorgenommen werden muissen. Mit dem Serum wird somit ein undefiniertes Gemisch
biologisch aktiver Substanzen in ein definiertes Kulturmedium eingebracht.

Fetales Kalberserum ist ein Nebenprodukt der Rindfleisch-Industrie. Dadurch ist der Serum-
markt von vielen auf3eren Faktoren abhangig. Es wird deshalb auch immer ofter die Frage
aufgeworfen, ob der weltweite Bedarf an Fetalem Kélberserum in Forschung und Biotech-
Industrie Gberhaupt abgedeckt werden kann. Kirzlich publik gewordene Skandale um ge-
panschtes Kalberserum verstarken noch die Bedenken um Reinheit und Qualitat der Seren.

Der gravierendste Nachteil ist allerdings die Methode der Serumgewinnung. Fetales Kalber-
serum wird von Feten trachtiger Kilhe gewonnen. Es wird angenommen, dass weltweit jahr-
lich ca. 800.000 Liter Fetales Kalberserum bendtigt werden, was rund 2 Mio. Rinderfeten
entspricht. In den letzten Jahren sind die ethischen Bedenken gegentuiber der Serumgewin-
nung immer lauter geworden und es wurde eine Reihe von Alternativen aufgezeigt, um durch
eine Verringerung im Verbrauch (Reduction) bzw. durch den vollstandigen Ersatz (Replace-
ment) von Fetalem Kalberserum im Sinne der 3R die jahrlichen Verbrauchszahlen an Rinder-
feten zu senken.

Trotz vieler innovativer Anséatze und der Entwicklung serumfreier Medien fiir eine Vielzahl
von Zellen, ist und bleibt die Zugabe von Fetalem Kalberserum immer noch das Mittel der
Wahl in der Zellkultur.

Um diese Nachteile der Verwendung von Serum zu vermeiden, um definierte und kontrollier-
te Kulturbedingungen zu schaffen und aus Griinden des Tierschutzes, wurde in den letzten
Jahren intensiv nach Alternativen zur Verwendung von Serum in der Zellkultur gesucht.
Nunmehr zeichnet sich eine vielversprechende Lésung ab.

Thrombozytenlysate als Alternative zum Fetalen Kalberserum (FBS)

Die neueste Entwicklung sind Lysate humaner Thrombozytenkonzentrate (human platelet
lysates, hPL), die mit thrombozytaren Wachstumsfaktoren hochangereichert sind. Serum
enthalt eine Vielzahl mitogener Wachstumsfaktoren, die im Rahmen des Gerinnungsprozes-
ses aus aktivierten Thrombozyten freigesetzt werden. Viele dieser Faktoren wurden schon
frih als essentielle Mitogene in serumfreien Kulturmedien identifiziert. Aus dieser Uberle-
gung heraus wurden in den letzten Jahren Lysate humaner Thrombozyten als vollwertiger
Ersatz fur Fetales Kalberserum in einer Vielzahl unterschiedlicher Kultursysteme etabliert.
Ausgangsprodukt sind abgelaufene Thrombozytenspenden aus Blutbanken. Spenderthrom-
bozyten haben eine Lebensdauer von nur 5 Tagen, innerhalb derer sie klinisch verwendet
werden dirfen. Dadurch fallen immer wieder Spenderthrombozytenkonzentrate an.



Die Anwendung von Thrombozytenlysaten (hPL) in der Zellkultur ist vor dem Hintergrund der
Physiologie der Thrombozyten zu sehen. Thrombozyten (Blutplattchen) produzieren eine
Reihe von Wachstumsfaktoren, die sie in ihren a-Granula speichern und nach Aktivierung
freisetzen. Diese Faktoren spielen eine entscheidende Rolle bei der Blutstillung und der da-
ran anschlieBenden Wundheilung.

Bekanntlich ist der bei der Rohserumgewinnung ablaufende Gerinnungsprozeld von ent-
scheidender Bedeutung fir die Qualitat des Serums. Es kann demnach davon ausgegangen
werden, dass die im Serum nachgewiesenen und fir die Proliferation kultivierter Zellen es-
sentiellen Faktoren, wie EGF, PDGF, FGF, TGF-B3, VEGF, u. a., thrombozytaren Ursprungs
sind. Der hohe Gehalt an spezifischen Wachstumsfaktoren macht damit Lysate humaner
Thrombozyten zu einem hervorragenden, wenn auch nicht vollstandig definierten, Ersatzpro-
dukt fur die Zell- und Gewebekultur.

Wie oben ausgefihrt, dienen als Ausgangsmaterial abgelaufene Thrombozytenkonzentrate,
welche durch Apherese gewonnen wurden. Thrombapheresen werden in zertifizierten Blut-
banken durchgefiihrt. Damit steht ein nach Ablauf der Verwendungsdauer nach Européi-
schen Richtlinien hergestelltes, fir den therapeutischen Einsatz (Thrombozytenspende) zer-
tifiziertes und qualitatsgetestetes Ausgangsprodukt zur Verfigung. Die Spenderthrombozy-
ten werden gewaschen, in einer Salzlésung resuspendiert und in einem einfachen Gefrier-
Auftau-Verfahren lysiert. Die Lysate kdnnen als Serum-Ersatz zu Basalmedien, wie MEM,
DMEM, DMEM/Ham F-12 oder RPMI-1640 in einer Konzentration von 5 % (v/v) zugegeben
werden.

Daruiber hinaus steht mit humanen Thrombozytenlysaten (hPL) ein Kultursystem rein auf
Basis humaner Faktoren zur Verfligung. Solche Systeme, frei von jeglichen Komponenten
tierischen Ursprungs (animal-derived component-free) eignen sich besonders fir die
Stammzellkultur und im Tissue Engineering.

Fetales Kalberserum kann nicht selbst gewonnen bzw. hergestellt werden. Die mdgliche Ver-
fugbarkeit abgelaufener Spenderthrombozytenkonzentrate aus Blutbanken jedoch und die
Einfachheit der Lysatherstellung geben Anlass zur Hoffnung, dass dieser innovative und er-
folgreiche Ansatz eines Serumersatzes schon bald vermehrt Einzug in die Zellkulturlabors
finden wird.



Rekombinante Antikdrper (Forschung, Produktion und Im-
plementation)

Prof. Dr. Pierre Cosson, Department of Cell Physiology and Metabolism, Universitat Genf, anlasslich
der 11. STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompetenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit weni-
ger Tierversuchen?“ vom 18. Mai 2018 in Olten

Der Prozess, der dazu fuhrt, dass Tierversuche in der biomedizinischen Forschung ersetzt
werden konnen, ist lang und komplex. Dank der Technik der rekombinanten Antikdrper kon-
nen Antikérper prinzipiell seit Gber 20 Jahren ohne Zuhilfenahme von Tieren produziert wer-
den. Durch die Nutzung dieser Technik kénnte die Anzahl der Tiere, mit denen Tierversuche
im Labor durchgefiihrt werden, deutlich reduziert und die Forschungsarbeit gleichzeitig ver-
einfacht werden. Sie hat sich jedoch in den Labors der biomedizinischen Grundlagenfor-
schung noch nicht durchgesetzt, was hauptséchlich daran liegt, dass sie recht komplex und
kostenintensiv ist. Allgemein gesagt besteht unser Ziel in der Foérderung des Ersatzes von
tierischen Antikorpern durch rekombinante Antikodrper, die vollstandig in vitro hergestellt wer-
den.

2014 haben wir in Genf ein Hochschulzentrum eréffnet, um den Labors, die Grundlagenfor-
schung betreiben, den Zugang zur Technik der Herstellung rekombinanter Antikdrper zu er-
mdglichen und die Anzahl der Versuchstiere in der Forschung zu reduzieren. Dieses Zent-
rum hat sich auf das Auffinden neuer rekombinanter Antikbrper konzentriert und ca. einhun-
dert dieser Antikbrper auch produziert (Grafik 1).

Im Rahmen eines neuen, derzeit laufenden Projekts soll eine vollstdndige Datenbank erstellt
werden, die alle bis heute bekannten rekombinanten Antikérper enthélt. Diese Datenbank
wird mit einem Produktionszentrum verbunden, das den Zugriff auf diese Antikérper gewéahrt.
Langfristig verfolgen wir das Ziel, ein vollstandig offenes Zentrum zu schaffen, das fir die
internationale Forschergemeinschaft Antikorper in vitro produziert. Dieses Beispiel zeigt,
welche Schwierigkeiten bei der Einfihrung einer neuen Technologie bestehen, die eine Al-
ternative zu Tierversuchen darstellt - aber auch, welches Potenzial diese hat!
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Grafik 1: Anzahl der in der Genfer Antibody Facility verfligbaren rekombinanten
Antikérper. https://www.unige.ch/antibodies



The Scar in the Jar — ein in vitro System zur Testung antifi-
brotischer Substanzen

Prof. Dr. Michael Raghunath, Leitung Fachstelle Zellbiologie und Tissue Engineering, Zurcher Hoch-
schule fur Angewandte Wissenschaften ZHAW, anlésslich der 11. STS-Tierversuchstagung “Das 3R-
Kompetenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit weniger Tierversuchen?“ vom 18. Mai 2018 in
Olten

Narben kann man deshalb erkennen, weil sie anders aussehen als normales Gewebe. Nar-
bengewebe ist das Resultat einer schnellen Reparatur und beschreibt eine Anhaufung von
Kollagenfasern an Orten einer Wundheilungsreaktion. Diese Reaktion wurde in der Evolution
nicht fir gutes Aussehen selektiert, nicht einmal fur die Wiederherstellung der vollen Funkti-
on, sondern fur die rasche Wiederherstellung der Gewebekohasion (,mother natures’s quick
fix“). Die Narbenbildung lauft relativ stereotyp ab: nach einer Verwundung, also einer Unter-
brechung der lokalen Gewebearchitektur (Riss, Einschnitt, Krater), blutet es mit nachfolgen-
der Blutstillung. Danach folgt eine Entziindungsphase, in der Fresszellen die Lasion aufsu-
chen, Bakterien aus dem Verkehr ziehen, zerstortes Gewebe verdauen und Reparaturzellen,
Fibroblasten und Blutgefasszellen herbeirufen (proliferative Phase). Zu diesem Zeitpunkt, ist
die Wunde ist eine veritable Baustelle, auf der Abriss und Wiederaufbau herrschen, und wo
zum Schluss der Aufbau Uberwiegt. Das Baumaterial ist extrazellulare Matrix, vor allem Kol-
lagen. Kollagen bildet Fasersysteme, die den Wunddefekt auffullen und Uberbricken, sodass
Zellen darliber wandern und eine geschlossene Decke bilden kénnen. Die Kollagenfasern
sind dichter gepackt als im normalen Gewebe, daher erkennt man eine Narbe mit blossem
Auge und im Mikroskop. Wahrend der verschiedenen Phasen der Wundheilung fuhrt die Re-
generationsphase zum SchlieBen der Wunde. Die Kollagennarbe reift dann noch; sie verfes-
tigt sich, nimmt aber an Volumen ab. OP-Narben beispielsweise bendtigen mindestens ein
Jahr, bis sie von der roten zur wei3en Farbe wechseln. Jeder chirurgischer Eingriff bringt
eine Narbenbildung in allen betroffenen Gewebsschichten mit sich.

Narben der Haut kobnnen Aussehen und Funktion der Haut- Verschieblichkeit und Elastizitat -
erheblich einschranken. Wenn ein Vernarbungprozess jedoch ein gesamtes Organ erfasst,
ist das lebensbedrohlich. Am Anfang der Narbenbildung steht die Entziindung. Dies bedeu-
tet, dass auch ohne eine eigentliche Verwundung chronische Entziindungsprozesse (toxi-
sche Substanzen, Virusinfektionen) Vernarbungsprozesse auslésen kénnen, die ganze Or-
gane wie Leber und Lunge betreffen. Die Anzahl der Neuerkrankungen (Inzidenz), der Le-
berzirrhose (eine spezielle Bezeichnung fur Leberfibrose) betragt in den Industrielandern 250
pro 100.000 Einwohner im Jahr. Nach alkoholbedingter Leberzirrhose, ist die chronische
Virushepatitis in Industrielandern mit 20—-25 % die zweithaufigste Ursache, in Afrika mit 90 %
die haufigste — meist Hepatitis C.

Um eine Fibrose und eine lokale Narbenbildung zu stoppen, muss man daher eine Entziin-
dung dampfen und in den Kollagenstoffwechsel eingreifen kénnen. Am besten wére es wenn
man entweder die Ausscheidung von Kollagen oder seine Deposition um die produzierenden
Zellen herum aufhalten kénnte. Wundheilungsstudien bei klassischen Versuchskleintieren
wie Ratte und Maus mussen bericksichtigen, dass Hautwunden bei diesen Tieren eher
durch Kontraktion als durch Narbenbildung heilen. Besondere Formen der Narbenbildung
wie das Keloid scheinen dem Menschen eigen zu sein und lassen sich nur unvollkommen im
Tierversuch abbilden. Leberfiborosemodelle werden in der Regel bei Ratten durch Verabrei-
chung lebertoxischer Substanzen wie Tetrachlorkohlenstoff erzeugt. Tierversuche sind auf-
wendig und komplex.

Es bieten sich also Zellkultursysteme an, um in vitro Antifibrotika vorzutesten. Leider ist die
Kollagendeposition, also die Bildung eines Fasergeriistes um Zellen herum im Standard-
Kulturmedium sehr ineffizient. Das liegt daran, dass das Enzym BMP-1, welches das ins Kul-
turmedium abgegebene Prokollagen zu Kollagen kirzt, im wassrigen Milieu nur sehr lang-



sam arbeitet. Nur Kollagen, nicht aber Prokollagen, kann sich zu unlésliche Fasern zusam-
menlagern. BMP-1 ist daher ein limitierender Faktor der Kollagenmatrixbildung in vitro. Dies
ist in den meisten akademischen und pharmazeutischen Arbeitsgruppen immer noch nicht
bekannt. Das Standardkulturmedium ist ein artifizielles, hochwassriges Milieu, in dem sich
Zellen normalerweise nicht befinden. In der Realitat sind Zellen innen mit einer grossen An-
zahl an Makromolekulen gefiillt, und auch die Mikroumgebung der Zellen wird von Makromo-
lektlen beherrscht, es gibt wenig freies Wasser, weder im Innern der Zellen, noch in ihrer
Umgebung. Diese Bedingung nennt man macromolecular crowding. Wir haben seit 15 Jah-
ren kunstliches macromolecular crowding fir die Zellkultur entwickelt (Chen et al 2011). Das
EinfUhren von Makromolekilen (meistens Zuckerpolymere) beschleunigt die Aktivitat des
Prokollagen trimmenden Enzyms BMP-1 rasant und fiihrt damit zu einer raschen Konversion
von Prokollagen zu Kollagen und damit zum ersten Mal zu einer effizienten Kollagendeposi-
tion in vitro. Weitere Enzyme, die das Kollagengeriist chemisch vernetzen und damit stabili-
sieren, werden ebenfalls beschleunigt, ebenso die Polymerisation von Kollagenmolekulen,
die Fibrillenbildung. Mithilfe von macromolecular crowding haben wir damit ein intelligentes
Kultursystem geschaffen, in dem die gesamte Narbenkaskade in einer Kulturschale abgebil-
det werden kdnnen, und in dem die relevanten biochemischen und enzymatischen Prozesse
effizient ablaufen.

Wir haben das System (Scar in a Jar) erfolgreich getestet und konnten mit antifibrotischen
Substanzen zweier verschiedener Pharmafirmen zweifelsfrei nachweisen, welche Substanz
wirkt, und welche nicht (Chen et al. 2009). Hatte eines der Unternehmen macromolecular
crowding in vitro angewandt, ware die Nichtwirksamkeit der Substanz klarer zu Tage getre-
ten und héatte die darauffolgenden Tierversuche uberflissig gemacht. Im Nachhinein erklarte
sich, warum die Tierversuchsresultate unklare Ergebnisse bei erheblichen Kosten erbrach-
ten. Die ,Narbe in der Retorte* (Scar-in-a-Jar) schliel3t daher eine Testllcke in der Entwick-
lung von Antifibrotika und wurde inzwischen von der Industrie angenommen. Es ist seit 2011
bei GlaxoSmithKline in der erfolgreichen in vitro Anwendung fir die Testung von Substanzen
zur Behandlung der Lungenfibrose.
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Mikrophysiologische Systeme in der translationalen For-
schung — Anwendungen und Perspektiven

PD Dr. rer. nat. Alexander S. Mosig, Institut fir Biochemie, Universitatsklinikum Jena, anlésslich der
11. STS-Tierversuchstagung “Das 3R-Kompetenzzentrum (3RCC) — bessere Forschung mit weniger
Tierversuchen?“ vom 18. Mai 2018 in Olten

Die Rolle des Mikrobioms fiir die Funktion des menschlichen Darms ist in den letzten Jahren
zunehmend in das Zentrum der Aufmerksamkeit gertickt. Es wird immer deutlicher, dass
eine physiologische Darm-Mikrobiom-Interaktion essentiell flr die Erhaltung der Gesundheit
ist. Eine Verschiebung der Zusammensetzung des Mikrobioms (definiert als die Gesamtheit
aller den Menschen besiedelnden Mikroorganismen) zu einem physiologisch unglnstigen
oder gar pathogen-dominierten Mikrobiom (Dysbiose) hat daher wesentlichen Einfluss auf
die Entstehung und den Verlauf von Erkrankungen wie beispielsweise entziindliche Darmer-
krankungen, Organversagen bei kritisch Kranken und bei der Entstehung von Sepsis.

Im Verlauf der akuten Sepsis ist der Verlust der epithelialen und endothelialen Darmbarriere-
funktion eine typische pathologische Veranderung. Als Grund hierflr werden derzeit unter-
schiedliche Mechanismen diskutiert. Es wird angenommen, dass sowohl Signalprozesse
einer Uberschiel3enden Immunreaktion, als auch eine direkte Interaktion der mikrobiellen
Pathogene mit den Epithel- und Endothelzellen zu einem Verlust der Barrierefunktion fiihren.
Als Folge der nachfolgenden systemischen Entziindungsreaktionen und Infektionen kommt
es zu multiplen Organfunktionsstérungen, wobei die Leber aufgrund ihrer direkten Verbin-
dung zum Darm mit als erstes Organ betroffen ist. Die Leber beherbergt ca. 80% aller Mak-
rophagen des Kdorpers. Zirkulierende Monozyten patrouillieren standig innerhalb des hepati-
schen GeféalRsystems auf der Suche nach Pathogen-assoziierten molekularen Substanzen
und sind in der Lage nach deren Erkennung in das Lebergewebe einzuwandern. Zur Ver-
meidung unerwinschter Immunreaktionen unter physiologischen Bedingungen werden unter
physiologischen Bedingungen Endotoxine des Mikrobioms in definierten Grenzen von der
Leber toleriert. Fur die Sicherstellung einer effizienten Infektionsabwehr ist jedoch eine strikte
Regulation der Entziindungsreaktion einerseits und einer Immuntoleranz andererseits not-
wendig. In diesem Zusammenhang stellt die Aktivierung von Makrophagen einen zentralen
Aspekt dar, da diese Zellen in der Lage sind, sowohl Entziindungsreaktionen zur Bekamp-
fung bakterieller Infektionen als auch die Tolerierung physiologischer Endotoxinmengen zu
vermitteln.

Aufgrund der Limitationen gegenwertig verfigbarer in vitro Methoden wird haufig zur Unter-
suchung der physiologischen Grundlagen einer physiologischen Darm-Leber-Interaktion
bzw. ihrer Deregulation bei der Entstehung von Infektionen und Sepsis auf Tiermodelle zu-
rickgegriffen. Wichtige Gemeinsamkeiten der Maus mit dem Menschen in der Anatomie und
Genetik, sowie geringe Haltungskosten, hohe Reproduktionsraten und ein kurzer Lebenszyk-
lus im Vergleich zu anderen Saugetieren, haben das Mausmodell in den letzten Jahren zu
einem viel verwendeten Tiermodell in der Entziindungsforschung werden lassen. Aufgrund
von offensichtlichen Unterschieden in der Erndhrung, dem Lebensraum und der Korpergréfe
zwischen Maus und Mensch, existieren jedoch wesentliche Unterschiede zwischen den Spe-
zies. So haben zum Beispiel speziesspezifische Bedirfnisse an den Metabolismus evoluti-
onsbedingt zu signifikanten Unterschieden im Aufbau und der Mikroanatomie des Darms und
der Funktion und Zusammensetzung des Immunsystems gefuhrt.

Aufgrund dieser wichtigen Einschrankungen haben wir mikrophysiologische Modelle des
menschlichen Darms und der Leber entwickelt, mit denen wir auf molekularer und zellularer
Ebene die komplexen Interaktionen beider Organe unter physiologisch relevanten Bedingun-
gen in vitro detailliert darstellen kdnnen. Die Organmodelle werden bereits routineméaRig als
zentrale Werkzeuge fir die Untersuchung der pathophysiologischen Grundlagen des Organ-
versagens bei der Sepsis und bei der Entwicklung neuer Therapieanséatze fir den Patienten



genutzt. Gleichzeitig bilden Sie die Grundlage fir einen nachhaltigen Ersatz von Tierversu-
chen in der Forschung des Integrierten Forschungs- und Behandlungszentrum Sepsis und
Sepsis des Universitatsklinikums Jena und darlber hinaus in Gberregionalen Forschungspro-
jekten mit Partnern aus der akademischen und industriellen Forschung. In meinem Vortrag
mdchte ich lhnen diese Organmodelle und die dazugehdérige Organ-on-a-chip Technologie
gern naher vorstellen.



