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Mit dem Inkrafttreten der Richtlinie ICH-S8
(Immunotoxicity Studies for Human Phar-
maceuticals) werden die Zulassungsbehor-
den fiir Arzneimittel schon zum Zeitpunkt
der préklinischen Studien eine umfangrei-
che Beriicksichtigung immunogener und
immuntoxischer Eigenschaften der Wirk-
stoffe verlangen. Im folgenden wird be-
schrieben, wie Ergebnisse aus den Stan-
dard-Toxizitatsstudien und Resultate der
Untersuchungen verwandter Wirkstoffe
Einfluss auf das Design der nachfolgenden
Charakterisierung moglicher immunmodu-
latorischer Eigenschaften des Medikaments
nehmen. Es wird beschrieben, welche iiber
die Standard-Tox hinausgehenden Studien
fiir die erfolgreiche Beantragung der Zulas-
sung mit einem spezialisierten Dienstleis-
ter und der Zulassungsbhehérde in Erwa-
gung gezogen werden miissen.

Die Anforderungen bei der Zulassung
von Arzneimitteln sind in den letzten
Jahren immer komplexer und an-
spruchsvoller geworden. So muss heute
ein umfangreicher Antrag mittels des
sog. ,Common Technical Document®
(CTD) gestellt werden [1]. Kiinftig wer-
den ergidnzend umfangreiche Recher-
chen erforderlich, die eine Abschétzung
moglicher immunmodulatorischer FEi-
genschaften des Wirkstoffes ermog-

lichen. Es ist daher damit zu rechnen,
dass zusétzliche, préklinische Untersu-
chungen zur Immuntoxizitit und Immu-
nogenitdt im Rahmen der Zulassung
durchgefiihrt werden miissen.

Das Zulassungsverfahren wurde be-
reits in den vergangenen Jahren dahin-
gehend ausgeweitet, dass die Behorden
fiir die Zulassung innovativer, biotechno-
logisch erzeugter Wirkstoffe eine welt-
weite Harmonisierung im Rahmen der
ICH-Guideline  Topic S6 erreichten
(1995). Gegenwdrtig befindet sich eine
weitere Richtlinie in abschlieBenden Be-
ratungen bei der EMEA bzw. ICH (Step
3), die regeln wird, welche nichtklini-
schen Untersuchungen auf immunmodu-
latorische Wirkungen von Substanzen
mit einem niedrigen Molekulargewicht
(non-biologicals) im Vorfeld der Zulas-
sung durchzufiihren sind. Zusammen mit
der ebenfalls in Verhandlung befind-
lichen EU-Chemikalienrichtlinie (REACH)
werden also kiinftig bei Wirkstoffen und
Chemikalien und den daraus resultieren-
den Arzneimitteln Priifungen hinsichtlich
der Auswirkungen auf das Immunsystem
zur Auflage.

Somit werden demnéchst alle Wirk-
stoffgruppen Dbeziiglich der Untersu-
chung immunologischer Effekte abge-
deckt sein (Tab. 1).

Die Bedeutung der neuen ICH-Richtli-
nie S8 fiir den Zulassungsprozess.

Die Standardkomponenten des praklini-
schen Zulassungsprozesses sind jedem
Regulatory Affairs Manager vertraut:
e Stand des Wissens/Literaturrecherche
e Physikalisch-chemische Untersuchun-
gen einschlieBlich Stabilitit
e Standardtoxizitdtsstudien (STS) nach
OECD-Richtlinien
Bisher war es keine reguldre Auflage der
Genehmigungsbehorden, sich bereits im
Rahmen dieser priklinischen Standarde-
valuation zwingend mit mdoglichen
Auswirkungen auf das Immunsystem
auseinanderzusetzen. (Ausnahme: Im-
muntherapeutika). Dieses &ndert sich
nun mit der Richtlinie ICH-S8 entschei-
dend.
Nach dem Inkrafttreten der Richtlinie
werden die Zulassungsbehorden dazu
iibergehen, von vornherein eine Ab-

schitzung immunologischer Auswirkun-
gen im Rahmen des CTDs zu verlangen.
Daher empfiehlt sich folgendes Vorge-
hen:

Sollten sich nach Zusammenstellung
bereits vorhandener Daten und nach
Stand der Wissenschaft keinerlei immun-
relevante Effekte aufzeigen lassen, so
reicht dieses als Hinweis an die Geneh-
migungsbehorde.

Fiir den Fall, dass das Auftreten im-
munrelevanter Effekte nicht ausge-
schlossen werden kann, sollte bereits bei
der Durchfiihrung der Standardtoxizi-
tdtsuntersuchungen darauf geachtet
werden, ob sich derartige Hinweise erge-
ben. Die ICH-S8 empfiehlt die besondere
Beachtung folgender FErgebnisse der
STS:
¢ Dosisabhéngigkeit der immunrelevan-

ten Effekte
e Wirkungsmechanismus und betrof-

fene Zellen

e Der Schweregrad immuntoxischer
oder immunstimulatorischer Wirkun-
gen

Sollten sich hierbei auffillige Befunde
ergeben, oder die Datenlage zur zwin-
genden Erkenntnis fiihren, dass mit im-
muntoxischen Effekten zu rechnen ist,
wird die Zulassungsbehorde vertiefende
Untersuchungen fordern. Ab diesem
Zeitpunkt sollte ein mit Zulassungsfra-
gen vertrauter Immunologe oder ein ent-
sprechend spezialisiertes Dienstleis-
tungsunternehmen (CRO) hinzugezogen
werden, um das weitere Vorgehen abzu-
kldren (,follow up“-Priifungen). Immer
empfehlenswert ist eine friihzeitige und
enge Abstimmung mit den Genehmi-
gungsbehorden.

Im Interesse der Einhaltung der kurz
bemessenen Frist von 210 Tagen [5]
muss beriicksichtigt werden, dass zu-
sdtzliche Untersuchungen in einem GLP-
zertifizierten Labor vom Studienentwurf
iiber die experimentelle Phase bis zum
abschlieBenden Bericht oft acht Wochen
und mehr Zeit in Anspruch nehmen.

Mégliche follow up-Priifungen zur
Immuntoxizitat.

Die ICH-Richtlinie S8 definiert unter dem
Begriff ,Immuntoxizitdt“ sowohl immun-
suppressive als auch immunstimulatori-
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Abb. 1: Entscheidungsbhaum fiir immuntoxikolo-
gische Priifungen

sche, adverse Effekte eines Wirkstoffes
oder Medikaments (Tab. 2).

Bei den Untersuchungen, die auf die
STS folgen, kann man prinzipiell zwi-
schen zwei Studienarten unterscheiden:

Funktionelle Assays: Die verschiede-
nen Subtypen an Immunzellen werden
»ex vivo“ darauf untersucht, ob sie mit-
einander interagieren und keine Funk-
tionen eingebiilt haben. Als Beispiel sei
die T-Zell-abhéingige Antikorper-Antwort
(TDAR) genannt.

Abb. 2: PD Dr. Hans-Gerd Pauels und Frau Simone Briigging

Tab. 1: Pharmakologische Wirkstoffgruppen und korrespondierende Richtlinien

Wirkstoffgruppe Richtlinien

Hochmolekulare Wirkstoffe ICH-S6: Preclinical Safety of Biotechnology-Derived Pharmaceuti-
cals [2]

Mittel- und niedermolekulare Wirkstoffe  ICH-S8: Immunotoxicity Studies for Human Pharmaceuticals. Step 2:
Note for Guidance on Immunotoxicity Studies for Human Pharma-
ceuticals [3]

Chemikalien EU REACH: Registration, Evaluation and Authorisation of Chemicals [4]

Im Rahmen der Arzneimittelzulassung werden die Genehmigungsbehdrden sicherlich die ICH-Richtlinie
$8 am haufigsten anwenden.




Tab. 2: Aufgliederung unterschiedlicher immunmodulatorischer

Wirkungen in zwei Hauptgruppen

Adverse immunsuppressive Wirkungen:

o Erhohte Infektionsanfalligkeit gegen Bakterien, Pilze und Viren
e Besiedlung , untypischer” Organe mit opportunistischen Erregern

o erhohtes Krebsrisiko

Adverse immunstimulatorische Wirkungen:

e allergische Reaktionen
o Sensibilisierung der Haut

o anaphylaktischer Schock bei wiederholter Gabe der Substanz

o Autoimmunerkrankungen

Tab. 3: Verzeichnis von Priifverfahren, mit deren Hilfe sich immunogene und immunotoxische Eigen-
schaften eines Medikaments bzw. einer Lead-Struktur quantifizieren lassen

e Bestimmung der Immunglobulin Isotypen-Verteilung (IgM, IgG, IgA, IgE)
e Immunophanotypisierung: FACS-Nachweis der Marker, die von Zellen des Immunsystems exprimiert werden
e Bestimmung der Zellen, die von immunmodulatorischen Effekten betroffen sind. Hieraus kann man eventuell

auf den Wirkungsmechanismus der Substanz schlieBen.

e Phagozytose-Assay zum Nachweis der Aktivitat von Makrophagen

e Mixed Lymphocyte Reaction (MLR): Untersuchung der Stimulierbarkeit von T-Zellen durch Antigen-prasentie-
rende Zellen. Der Assay kann durch die Zugabe von Mitogenen zum Ansatz ausgeweitet werden. Hierdurch
wird die Stimulierbarkeit der Zellen durch Mitogene untersucht.

o Funktioneller Assay, welcher zeigt, dass die T-Zellen noch stimulierbar sind: (TDAR) T-cell dependent antibody

response.

e Bestimmung der Aktivitat der Natural Killer (NK)-Zellen

o Bakterielle und virale Infektionsmodelle, die eine eventuell erhéhte Anfalligkeit gegen Bakterien und Viren

aufzeigen.

o Bestimmung der CTL-Aktivitat gegen allogene Tumorzellen

~Oberflichenmarker®: Zellen des Im-
munsystems besitzen in Abhéngigkeit
von ihrer Funktion und ihrem Reifungs-
grad auf der Oberfliche Proteine, die
mittels Antikdrpern nachgewiesen wer-
den konnen. Immuntoxizitit kann auch
zur Folge haben, dass eine definierte
Subspezies an Immunzellen ihre spezifi-
schen Oberflichenantigene nicht expri-
miert, was mittels einer FACS-Messung
methodisch einfach zu zeigen ist. Als Bei-
spiel seien die dendritischen Zellen ge-
nannt, bei welchen eine Verhinderung
der Zellreifung durch ein Medikament
dazu fiihrt, dass keine Zunahme der Ex-
pression der Reifungsmarker CD83,
CD86, MHC I und MHC II zu beobachten
ist.

Die Richtlinie gibt auch detaillierte
Hinweise zum Studiendesign: Generell
akzeptiert ist die Applikation der zu
untersuchenden Substanz iiber 28 auf-
einander folgende Tage an Mdusen oder
Ratten. Spezies, Dosis, Dauer und Appli-
kationsweise sollten mit der STS {iber-
einstimmen, bei der der adverse Effekt
auf das Immunsystem beobachtet wurde.

Uber die Standard-Tox hinausgehende
Untersuchungen

Zur Uberpriifung der Immuntoxizitit
bietet sich ein umfangreiches ,Panel”
spezialisierter, immunologischer Unter-
suchungen an. Selbstverstidndlich ist es
nicht erforderlich, alle nachfolgend auf-
gefiihrten Tests im Rahmen der Untersu-
chung einer ,Lead“-Substanz durchzu-
fiihren. In der Regel reichen — abhéngig
von der Vorevaluation — wenige zielge-
naue Untersuchungen, um immuntoxi-
sche Effekte valide einzugrenzen und
ggf. zu quantifizieren.

Zusammenfassung

Die meisten ,Regulatory affairs mana-
gers” sind mit der Richtlinie ICH-S8 und
den sich aus ihr ergebenden Anforderun-
gen an die préklinischen, immunologi-
schen Charakterisierungen eines Medika-
ments noch nicht vertraut. Auch die
Mehrzahl der am Markt befindlichen Auf-
tragsforschungslabore bietet derzeit noch
keine spezialisierte Priifung der Immun-

toxizitdt an. Die Autoren dieses Artikels
haben es sich daher mit ihrem Unterneh-
men PARA BioScience GmbH zum Anlie-
gen gemacht, als Auftragsforschungsla-
bor mit dem Schwerpunkt Immunologie
alle erforderlichen immuntoxikologischen
Priifungen anzubieten. PARA BioScience
ist zu diesem Zweck als erstes mitteleuro-
péisches CRO fiir Untersuchungen der Im-
muntoxizitdt und Immunogenitét in vivo
und in vitro nach GLP zertifiziert.

Die aufgezeigten, zusétzlichen Aufla-
gen, die die Zulassungsbehorden kiinftig
im Rahmen der Préklinik zur Priifung
der Immuntoxizitit machen werden, er-
fordern es absehbar, sich schon im Vor-
feld der Antragstellung durch kompe-
tente Beratung auf dementsprechende
Fragestellungen der Zulassungsbehorde
vorzubereiten.

Dann ist es auch méglich, gegebenen-
falls erforderliche Priifungen rechtzeitig
durchzufiihren. Dieses sollte nicht nur fiir
die Neuzulassung von Arzneimitteln Be-
riicksichtigung finden sondern in gleicher
Weise auch im Nachzulassungsverfahren.
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