— Pharmazie und Medizin -

Pharmacie et médecine

Die Suche nach verborgenem Potential fur
innovative Medikamente

Leonie Wagner-Hattler

Am 19. August 2015 haben sich rund
130 Forscherinnen und Forscher in
Bern eingefunden, um am Swiss
Pharma Science Day, organisiert von
der Schweizerischen Akademie der
Pharmazeutischen Wissenschaften
(SAPhW), teilzunehmen. Die Teilneh-
menden kamen sowohl von der Uni-
versitdt als auch von der Fachhoch-
schule und aus der Industrie.

Prof. Dr. Gerrit Borchard und Prof. Dr.
Rudolf Brenneisen setzten den Auftakt fir
einen spannenden Tag; mit Charme und
Witz war ihnen auch die Aufmerksamkeit
der letzten Reihe sicher.

Kosteneinsparung durch aussage-
kriftigere Versuche: ein interessanter
Ansatz
Die Kostenexplosion der Medikamenten-
entwicklung durch steigende Sicherheits-
anforderung fiihrt zu einer Abnahme von
Produlten, die auf dem Markt registriert
werden konnen. Um Kosten zu sparen,
zeigte Prof. Dr. Hartmut Derendorf Mog-
lichkeiten auf: Pharmakokinetik und
Pharmakodynamik sind dabei die Schliis-
selfaktoren. Hat man geeignete Modelle
zur Vorhersage dieser zwei Faktoren, kon-
nen bereits frith in der Entwicklung eines
Arzneimittels Voraussagen gemacht wer-
den. Dies erlaubt objektive «go» oder
«no-go» Entscheide in frithen Stadien der
Entwicklung ohne hohe Kosten.

Um mdglichst sichere Voraussagen
machen zu konnen, braucht es aussage-
kriftige Experimente, die nur wenig
Raum zur Interpretation lassen. Die
Mikrodialyse ist ein Experiment, womit
Wirkstoffkonzentrationen im betroffenen
Gewebe aufgenommen werden kénnen.
Hierzu wird eine kleine Sonde in das zu
untersuchende Gewebe implantiert. Ba-
sierend auf dem Prinzip der Dialyse kdn-
nen kleine Molekiile durch die an der
Sonde befestigte semipermeable Mem-
bran in die darin fliessende, wirkstofffreie
Losung diffundieren.
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Durch den kontinuierlichen Fluss dieser
Loésung wird der Wirkstoff dann zur Pro-
benentnahme transportiert. Bei der Ent-
wicklung von Antibiotika kann die Mikro-
dialyse eingesetzt und so die Wirkstoft-
konzentration am infizierten Ort lokal
untersucht werden. Diese Daten sind aus-
sagekrdftiger als Serumkonzentrationen,
da es sich um eine in situ Messung han-
delt. Mit diesen Daten kénnen anschlie-
ssend Aussagen zur Wirksamkeit und Re-
sistenzentwicklung gemacht werden.

Der zweite Vortrag wurde von Prof. Dr.
Annette Draeger gehalten. Sie arbeitet am
Anatomischen Institut in Bern und ist
Leiterin des Departements fiir Zellbiolo-
gie. Sie studierte Medizin in Deutschland,
der Schweiz und Australien und erforscht
die Reparatur- und Schutzmechanismen
von zelluldren Plasmamembranen.

Annette Draeger stellte speziell entwickel-
te Liposomen vor, die eine Sepsis, hervor-
gerufen von Staphylococcus aureus cder
Staphylococcus pneumoniae, verhindern
sollen. Die beiden genannten Bakterien
sondern Toxine aus, die in gesunden Zel-
len Poren formen und diese zum Abster-
ben bringen. Damit die Wirtszelle nicht
mehr attackiert wird, sind die Liposomen
50 konstruiert, dass die Toxine an die Li-
posome binden anstatt an die Wirtszelle.
So werden die Zellen geschiitzt.

Es wurde in einem in-vitro Versuch
gezeigt, dass Toxine, die an den Liposo-
men gebunden sind, bei Sdugerzellen
keine Zelllyse induzieren kénnen. Ebenso
wurde in einer Tier-Studie gezeigt, dass
Miuse, die innerhalb von 10 Stunden
nach Infektion kiinstliche Liposomen
verabreicht bekamen, vor einer Sepsis
bewahrt wurden, wobei Méuse ohne Be-
handlung innert 24-33 Stunden ver-
starben. Diese kiinstlichen Liposomen

Rund 130 Forscherinnen und Forscher haben am Swiss Pharma Science Day 2015 teilgenommen.
@ SAPhW
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kénnen entweder alleine oder in Kombi-
nation mit einem angehingten Antibioti-
kum therapeutisch verwendet werden,
um bakterielle Infektionen zu behandeln.

Pharmakognosie - eine abenteuer-
liche Wissenschaft

Prof. Dr. Lars Bohlin von der Universitat
Uppsala kann auf 40 Jahre Erfahrung in
der Pharmakognosie zuriickblicken. Sei-
ne Biographie ist reich an Publikationen,
Patenten sowie auch Blichern. Als Unter-
gebiet der pharmazeutischen Biologie be-
fasst sich die Pharmakogosie mit der An-
wendung und Lehre von pflanzlichen
und tierischen Arzneistoffen. [1] Somit
verbindet dieses Themengebiet Chemie
mit Biologie in mehrerlei Hinsicht.

Diese Verbindungen bilden das Fun-
dament, chemische Strukturen aus der
Natur zu erkennen und zu beschreiben.
Bereits Carl Linné hat mit der Erfor-
schung von neuen bioaktiven Molekiilen
pflanzlichen Ursprungs mit medizini-

Posterpreise

Auch dieses Jahr wurden am Swiss Pharma
Science Day sechs Wissenschaftler fur ihre
Posterbeitrage mit einem Award ausgezeichnet:
> 1. Preis: «Nanocrystals-Polymer Particles for
Efficient Osteoarthritis Treatment», Pierre
Maudens, Universitat Genf (CHF 1500.-, ge-
sponsert von der AKB-Stiftung zur Férderung
des Pharmazeutischen Nachwuchses);

2. Preis: «Pollen Induced Asthma — Could
Small Molecules in Pollen Exacerbate the

14

Protein-Mediated Allergic Response?», Alen
Bozicevic, Universitdt Basel (CHF 1000.-, ge-
sponsert von der Gesellschaft der Schweizeri-
schen Industrie-Apotheker(innen) GSIA);

3. Preis: «Dual Funtional Nerve Conduits Pro-

¥

mote Directional Axonal Outgrowths», Sandhy
Ananta, ETH Zurich (CHF 500.-, gesponsert
von der Pharmazeutischen Gesellschaft Zi-
rich PharmGZ);
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schem TPotential angefangen. Durch die
Beschreibung und Identifizierung kdnnen
Molekiile mit medizinischem Nutzen ge-
funden werden. Die Natur birgt zahlrei-
che Lead-Strukturen, die man weiter mo-
difizieren kann oder sie bildet die Inspira-
tion zur Synthese von natiirlichen Pro-
dukten. Lars Bohlin zeigte verschiedene
Fotos von Expeditionen, die er mit seinen
Kollegen beispielsweise nach Afrika ge-
macht hat, und liess das Publikum an der
Faszination, neue Stoffe zu entdecken,
teilhaben.

Natiirlich braucht es nicht nur ein
Verstindnis fir Chemie und Biologie,
sondern auch die richtigen Bioassays. Mit
den geeigneten Bioassays kénnen so in
mehreren Schritten aus einer komplexen
Biomasse die relevanten Stoffe gefunden
und isoliert werden.

Nach der Postersession hielt Prof. Dr. Beat
Ernst von der Universitit Basel den Vor-

—» Spezialpreis: «Quantification of Antimirs in
RISC by Chemical-Ligation RT-gPCR» Matia
Lucic, ETH Ziirich {CHF 500.~, gesponsert von
Vifor Pharma);

Preis fiir das beste Poster in Pharmazeuti-

-

scher Technologie: «Influence of Excipients
on Solvent-Mediated Hydrate Formation of
Piroxicam Studied by Dynamic Imaging»,
Wiebke Kirchmeyer, University of Applied
Sciences and Arts Northwestern Switzer-
land (CHF 1000.- gesponsert von der Glatt
Group);

» Preis fiir das beste Poster in Pharmazeuti-
scher Biologie: «Bruceantin Controls the Pro-
liferation of Multiple Myeloma Cancer stem
Cells In Vitro» Mark lssa, Universitdt Genf
(CHF 1000.-, gesponsert von Max Zeller
Séhne AG).

hs Gewinner mit Prof. Dr. Gerrit Borchard (rechts).
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trag «Drugability of Lectins — Mission
possible», was so viel bedeutet wie: «Kon-
nen Lectine als Angriffspunkt eines Wirk-
stoffs dienen? — Eine Mission». Die wis-
senschaftliche Gemeinschaft hilt dies
nicht fiir méglich. Trotzdem ist Beat Emst
schon seit langerer Zeit an der Universitat
Basel mit der Forschung an Lectinen be-
schaftigt.

Lectine sind Proteine mit spezifischer
Struktur, die in der Lage sind, an Zellen zu
binden, um somit dann eine Reaktion der
Zelle auszulosen. Die Harnwegsinfektion
(HWT) ist meistens durch das Bakterium
E. coli verursacht. Mit Hilfe eines Lectin,
das sich beim E. coli an den Pili befindet,
haftet das Bakterium an einem Glykopro-
tein des Blasenendotheliums; so wird der
Infekt initilert. Mit einem Lectin-Antago-
nisten kann man diese Bindung unterbin-
den und so eine Infektion verhindern.

Verschiedenste potentiell antagonis-
tisch wirkende Molekiile wurden getestet
und es stellte sich in einem in vivo Krank-
heitsmodell heraus, dass der beste Anta-
gonist grosses Potential zeigt in der The-
rapie und Pravention von Harnwegsin-
fekten. Dies ist natlrlich ein grosser Er-
folg von Prof. Dr. Beat Ernst. Er berichtete
weiter, dass momentan gerade ein von
ihm entwickelter Antagonist in einer kli-
nischen Studie getestet wird.

Im personlichen Gesprach am Apéro
im Haus der Universitdt erzdhlte Beat
Emst, dass seine Erfolge nicht moglich
gewesen wéren ohne die Arbeit zahlrei-
cher Forscher, die in der Generation vor
ihm geleistet wurden. Er meinte, man
solle nie vergessen, dass man nur «on the
shoulders of giants» (Isaac Newton) wirk-
liche Erfolge erzielen kann.

Radioaktive Therapie

PD Dr. Cristina Miiller schloss den Tag
mit der Vorstellung ihrer Arbeit tiber ra-
dioaktive Folate ab. Fiir ihre Forschung
bekam sie den Ruzicka-Preis 2014 (siehe
Kasten). Sie leitet zurzeit die Gruppe
RadioTheragnostics am Paul Scherrer In-
stitut. Das Ziel der Forschungsgruppe von
Cristina Miiller ist es, tumor-targeted
Radiokonjugate zu finden, die einsetzbar
sind in der Bildgebung und in der radio-
nukliden Therapie von Krebs. Mit ande-
ren Worten werden radioaktive Konjuga-
te gesucht, die spezifisch nur an Krebszel-
len binden, sie so bei der Tomographie
sichtbar machen und gleichzeitig ein Me-
dikament zur Tumorzelle bringen.



Thre Forschungsgruppe hat ein Folat mit
einem Scandium Nuklid gekoppelt und
in einer priklinischen Studie getestet.
Scandium wurde ausgewdhlt, da es in
der PET (Positronen-Emissions-Tomo-
graphie) gute Signale erzeugt und da das
Scandium eine Halbwertszeit von ca. 4
Stunden hat. Dies bedeutet, es zerfillt
nicht so schnell, dass es vom Produk-
tionsort bis zum Anwendungsort schon

Ruzi¢ka Preis
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keine Aktivitit mehr hat, aber es zerfallt
noch geniigend schnell, um in der PET
ein Signal zu erhalten.

Das Resultat der erwdhnten Studie
war, dass die behandelten Mause 50 %
langer tiberlebten als die unbehandelten.
Zudem hat das Folat an keinen anderen
Zellen gebunden mit Ausnahme der Nie-
ren. Eine Therapie, die hauptsichlich
Krebszellen angreift und nur weniger

Der Ruzicka-Preis wird jahrlich an eine junge Schweizer Forscherin oder einen jungen Schweizer For-

scher im In- oder Ausland verliehen fur eine herausragende veroffentlichte Arbeit im Bereich der all-

gemeinen Chemie. [2] Der Preis ist nach dem ETH Professor und Nobelpreistrager Leopold Ruzicka

benannt und gilt als einer der wichtigsten Nachwuchsforderungspreise in der Schweiz.

Seit der ersten Vergabe im Jahr 1957 hat das Kuratorium mit diesem Preis schon zahlreiche Talente

entdeckt. [3] Auch Nobelpreistrdger Richard R. Ernst, der im Jahr 2013 am Swiss Pharma Science Day

referierte, hat im Jahr 1969 den RuZicka-Preis erhalten,

Swiss Pharma Science Day 2015, Berne
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Kollateralschaden verursacht, wire bahn-
brechend, und das Projekt klingt vielver-
sprechend. |
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[1] http/Alexikon deccheck.com/de/Pharmakognosie
(25.9.2015)

[2] https/Awww.ethz.ch/de/forschung/wissenschaftspreise
und-veranstaltungen/ruzicka-preis.html (22.9.15)

[3] https://www.chab ethz.ch/outreach/oeffentlichkeits

arbeit/ruzicka-preishtml (22.9.2015)

Les potentiels cachés de la recherche pharmaceutique

Leonie Wagner-Hattler

Liposomes protecteurs, antagonistes
de la lectine ou encore nouveaux
traitements radioconjugués, autant
de pistes de recherche prometteuses
présentées lors du dernier Swiss
Pharma Science Day.

Le 19 aolt dernier, prés de 130 cher-
cheuses et chercheurs se sont retrouvés a
Berne pour participer au Swiss Pharma
Science Day, organisé par 1’Académie
Suisse des Sciences Pharmaceutiques
{(ASSPh). Les participants venaient tout
aussi bien des universités et des hautes
écoles que de lindustrie. Le Prof. Dr
Gerrit Borchard et le Prof. Dr Rudolf
Brenneisen ont donné le coup d’envoi
d’une journée passionnante.

Réduire les colits grace a des essais
mieux adaptés

Les coiits de recherche et de développe-
ment (R&D) des médicaments explosent
en raison des exigences croissantes en
matiére de sécurité. Conséquence: le
nombre de produits pouvant éire lancés
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sur le marché diminue. Lors de la pre-
miere conférence, le Professeur Dr Hart-
mut Derendorf a évoqué des possibilités
pour réduire les cofits de la R&D, basées
sur la pharmacocinétique et la pharmaco-
dynamie. Avec des modeéles adaptés per-

-
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Plus de 130 chercheurs ont participé au Swiss Pharma Science Day 2015.

mettant d'anticiper ces deux facteurs clés,
il est en effet possible d'établir rapide-
ment des prédictions sur un médicament
en développement. lls permettent de dé-
cider objectivement de poursuivre ou
d'interrompre précocement les essais, et

© SAPhW
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ainsi éviter de gaspiller inutilement des
ressources.

Afin de rendre les prédictions les plus
stres possibles, des modéles pertinents,
laissant le moins de place possible a 'in-
terprétation, ont ¢té mis au point. C'est le
cas par exemple de la microdialyse. Sur la
base du principe de la dialyse, de petites
molécules actives diffusent a travers la
membrane semi-perméable d'une petite
sonde implantée dans le tissu a étudier.
Les molécules sont transportées par un
flux continu de l'autre c6té de la mem-
brane, 1a ot au départ il n'y avait pas de
principe actif.

Lors du développement dun anti-
biotique, la microdialyse va permettre de
mesurer la concentration de principe actif
directement sur le lieu infecté. Ces don-
nées sont plus pertinentes que la concen-
tration sérique car il s’agit d'une mesure
in situ. Des conclusions peuvent donc
étre tirées sur l'efficacité réelle de la subs-
tance étudiée et le développement des
résistances.

Des liposomes qui protégent

les cellules

Le deuxieme exposé a été présenté par le
Prof. Dr Annette Draeger, chef du dépar-
tement de biologie cellulaire a 1'Institut
d’anatomie de Berne. Apres avoir étudié
la médecine en Allemagne, en Suisse et
en Australie, elle a concentré ses travaux
de recherche sur les mécanismes de répa-
ration et de protection des membranes
plasmiques des cellules.

Lors du dernier Swiss Pharma
Science Day, Annette Draeger a ainsi dé-
crit des liposomes spécialement déve-
loppés pour empécher les septicémies
causées par Staphyloccocus aureus ou
Staphylococeus pneumoniae. Ces deux
bactéries produisent des toxines qui vont
provoquer des bréches dans la membrane
des cellules saines, ce qui provoque leur
destruction. Les liposomes ont été congus
de telle sorte que les toxines vont se lier &
eux plutdt qu’aux cellules hotes, les proté-
geant de fait de l'attaque des staphylo-
coques.

Un essai in vitro a pu montrer que les
toxines liées aux liposomes n’étaient plus
capables d’induire la lyse des cellules de
mammiferes. Un autre essai a montré que
des souris qui ont recu de tels liposomes
dix heures aprés avoir été infectées n’'ont
pas développé de septicémie, alors que
les souris non traitées sont mortes en

rmalournal 23] 11.2015
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I'espace de 24 a 33 heures. Pour lutter
contre les infections bactériennes, ces li-
posomes artificiels peuvent étre utilisés
soit seuls, soit en association avec un
antibiotique.

La pharmacognosie, une science
«aventureuse»

Le Prof. Dr Lars Bohlin, de ['Université
d'Uppsala, a plus de quarante ans d'expé-
rience dans le domaine de la pharmaco-
gnosie. Sa carriére est riche en publica-
tions, en livres mais aussi en brevets dé-
posés. Lars Bohlin a également entrepris
avec ses confréres de nombreuses expédi-
tions, en Afrique notamment. Une aven-
ture scientifique illustrée par la projection
de quelques photos.

Appartenant au champ de la biologie
pharmaceutique, la pharmacognosie est
la science appliquée traitant des subs-
tances médicamenteuses d’origine végé-
tale et animale [1]. Elle constitue donc un
pont entre la chimie et la biclogie et per-
met de reconnaitre et décrire les struc-
tures chimiques de la nature.

Le grand Carl Linné avait déja com-
mencé a rechercher de nouvelles molé-
cules bioactives d’origine végétale ayant
un potentiel médical. Leur description et
leur identification a permis et permet en-
core de trouver de nouvelles molécules
utiles sur le plan thérapeutique. La nature
recele également de nombreuses struc-
tures que l'on peut modifier ou dont on
peut s'inspirer pour synthétiser de nou-
velles substances actives d’origine natu-
relle.

Mais bien connaitre la chimie et la
biologie ne suffit pas. Des tests biolo-
giques appropriés sont également indis-
pensables. Grice a eux, les substances
intéressantes pour la médecine peuvent
étre trouvées et isolées d'une biomasse
complexe beaucoup plus rapidement.

La lectine, nouvelle cible de recherche

Le Prof. Dr Beat Ernst de 'Université de
Bale a pour sa part présenté un exposé
intitulé «Drugability of Lectins — Mission
possible». Une affirmation que ne partage
pas forcément la communauté scienti-
fique.

Les lectines sont des protéines qui se
lient spécifiquement et de fagon réver-
sible & certains glucides et peuvent donc
déclencher des réactions. Elles inter-
viennent dans divers processus biolo-

Posters primeés

Cette année encore, six scientifiques ont recu un
prix lors du Swiss Pharma Science Day pour leur
poster;

v

1er prix: "Nanocrystals-Polymer Particles for
Efficient Osteocarthritis Treatment”, Pierre
Maudens, Université de Genéve (CHF 1500.,
sponsorisé par la fondation AKB en faveur de
la releve pharmaceutique);

Could

Small Molecules in Pollen Exacerbate the

> 28 prix: «Pollen Induced Asthma -

Protein-Mediated Allergic Response?s, Alen
Bozicevic, Université de Bale (CHF 1000.-,
Société des

sponsorisé par la suisse

pharmacien(ne)s d'industrie SSPI);

W

3¢ prix: «Dual Funtional Nerve Conduits Pro-
mote Directional Axcnal Outgrowths, Sandhy
Ananta, EPF de Zurich (CHF 500.—, sponsorisé
par PharmGZ);

Prix spécial: “Quantification of Antimirs in
RISC by Chemical-Ligation RT-gPCR” Matia
Lucic, EPF de Zurich (CHF 500.-, sponsorisé
par Vifor Pharma);

Prix du meilleur poster en technologie

W

v

pharmaceutigue: «Influence of Excipients an
Solvent-Mediated Hydrate Formation of Pi-
roxicam Studied by Dynamic Imaging», Wie-
bke Kirchmeyer, University of Applied
Sciences and Arts Northwestern Switzerland

(CHF 1000.— sponsorisé par Glatt Group);

v

Prix du meilleur poster en biologie pharma-
ceutique: «Bruceantin Controls the Proli-
feration of Multiple Myeloma Cancer stem
Cells In Vitro», Mark Issa, Université de Ge-

néve (CHF 1000.-, sponsorisé par Max Zeller
S6hne AG).

Pierre Maudens, de I'Université de Geneve,

a recu le prix du meilfeur poster. o SAPhW

giques, au niveau de la reconnaissance
entre les cellules (par exemple lors de ré-
ponses immunitaires, d'infections).

La majorité des infections urinaires
sont causées par Escherichia coli. A I'aide
d'une lectine qui se trouve sur ses pili
(excroissances de la membrane externe de
certaines espéces de bactéries), la bactérie



va pouvoir adhérer a une glycoprotéine
de Vendothélium wvésical, et ainsi initier
une infection. Pour le Professeur Emst, il
est possible d’empécher cette liaison
grice a un antagoniste de la lectine.

Un grand nombre de molécules po-
tentiellement antagonistes ont donc été
testées. Le meilleur candidat, testé in vivo,
présente un grand potentiel dans le trai-
tement et la prévention des infections
urinaires. Une substance antagoniste dé-
veloppée par Beat Ernst et son équipe fait
actuellement 'objet d'un essai clinique.

En aparté, le professeur nous a confié
que ce succes n'aurait pas été possible
sans le fravail de nombreux chercheurs de
la génération qui I'a précédé. Car comme
disait Isaac Newton, les vrais succes se
font «on the shoulders of giants».

Le PD Dr Cristina Miiller a conclu la jour-
née avec la présentation de son travail sur
les folates radioactifs pour lequel elle a
recu le prix RuZicka 2014 (voir encadré).
Elle dirige actuellement le groupe
«RadioTheragnostics», de I'Institut Paul
Scherrer. Lobjectif du groupe de re-
cherche de Cristina Miiller est de mettre
au point des radioconjugués (association
d’anticorps monoclonaux et de subs-
tances radioactives).

En d’autres mots, il s’agit de dévelop-
per des conjugats radioactifs capables a la
fois de se lier spécifiquement aux cellules
cancéreuses, de les rendre visibles a la
tomographie tout en permettant d’appor-
ter un médicament directernent au niveau
des cellules tumorales.

Son groupe de recherche a ainsi cou-
plé un folate avec un radicnucléide du
scandium et a testé ce radioconjugué
dans le cadre d'une étude préclinique.

Ruzicka Preis

Le Prix RuZicka est décerné chaque année & une
jeune chercheuse ou un jeune chercheur suisse
pour des travaux remarquables dans le domaine
de la chimie effectués en Suisse ou a I'étranger
[2]. Ce prix, créé en hommage a Leopold Ruzicka,
professeur a I'EPF de Zurich et prix Nobel, est I'un
des prix les plus importants décernés aux jeunes
chercheurs en Suisse.

Depuis sa premiére attribution en 1957, ce prix
a permis de découvrir un certain nombre de
talents [3]. Le prix Nobel Richard R. Ernst, qui est
intervenu lors du Swiss Pharma Science Day

2013, a ainsi recu le prix Ruzicka en 1969.
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Le scandium a été choisi car il géneére de
bons signaux en tomographie par émis-
sion de positrons (TEP). Avec une demi-
vie de 4 heures environ, il se dégrade as-
sez rapidement pour obtenir un signal en
TEL, mais pas trop vite pour avoir encore
une activité anti-tumorale entre le mo-
ment de sa production et son arrivée sur
le site d"application.

Le résultat de I'étude citée plus haut
a montré que les souris traitées ont vécu
moitié plus longtemps que les souris non
traitées. De plus, le folate ne s'est lié &
aucune autre cellule, & l'exception des
reins. Un traitement qui s’attaque sélecti-
vement aux cellules cancéreuses tout en
ne causant que trés peu de dégiats collaté-
raux représenterait un grand progres. Ce
projet de recherche s’avére donc tres
prometteur. |

[1] http/Mlexikondoccheck com/de/Pharmakognrosie
(25.9.2015)

[2] https:/www.ethz.ch/de/forschung/wissenschaftspreise-
und-veranstaltungen/ruzicka-preis.html (22.9.15)

[3] https//www.chab.ethz.ch/outreach/ceffentlichkeit-
sarbeit/ruzicka-preis.html (22.9.2015)
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Posterpreise vom 8. Swiss Pharma Science Day
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Untersuchung des Einflusses von Hilfsstoffen
auf die Hydratbildung von Piroxicam

Wiebke Kirchmeyer-2, Nicole Wyttenbach3, Jochem Alsenz?, Martin Kuentz!

Nachfolgende Studie untersucht den Einfluss
von Hilfsstoffen und biorelevantem Medium auf
die Kinetik der Hydratbildung. Sie konzentriert
sich auf Piroxicam, von dem bekannt ist, dass er
mehrere polymorphe Formen ausbilden kann.

Viele pharmazeutische Substanzen sind dafiir be-
kannt, dass sie wéhrend der Herstellung oder Wirk-
stofffreisetzung Hydrate bilden. Da die Kristallstruk-
tur eines Hydrats von jener des Anhydrats stark ab-
weichen kann, werden meistens wichtige physiko-
chemische Eigenschaften wie z.B. die Loslichkeit
oder die Freisetzungsrate beeinflusst [1]. Es ist daher
wichtig, bereits frith in der Arzneistoffentwicklung
Hydrate oder Polymorphe der Arzneistoffkandidaten
zu identifizieren.

Diese Studie konzentriert sich auf den Wirkstoff
Piroxicam (PRX), von dem bekannt ist, dass er meh-
rere polymorphe Formen ausbilden kann [2]. Das
Anhydrat von Piroxicam (PRXAH) hat eine wesent-
lich andere Kristallform als das Hydrat, was auch
optisch durch unterschiedliche Farben der beiden
Polymorphen zu erkennen ist.

Ziele

Die Arbeit untersucht den Einfluss von Hilfsstoffen
und biorelevantem Medium auf die Kinetik der Hy-
dratbildung. Im Fokus standen dabei v.a. die dyna-
mische Bildgebung und quantitative Bildanalyse, um
das mechanistische Verstindnis der Hilfsstoffeffekte
zu verbessern.

Methoden

Fiar die Mikroskop-Versuche wurden Presslinge mit
einem Durchmesser von 7 mm aus 110 mg PRXAH
hergestellt. Die Presslinge wurden in Paraffin einge-
bettet, wobei eine Oberfliche frei blieb. Die Proben
wurden in einer Kristallisationsschale unter dem Mik-
roskop platziert und mit Medium bedeckt. Uber einen
Gesamtzeitraum von 24 5td. wurde jede halbe Stunde
ein Bild aufgenommen. Diese Aufnahmen wurden in
schwarz-weiss (bindre) Bilder umgewandelt.
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Die Umwandlung von PRXAH zu PRXMH in Wasser
zeigte eine erhebliche Variabilitdt. In der Anwesen-
heit von den Hilfsstoffen Polysorbat 80 und Hydro-
xypropylmethylcellulose wurde die Hydratbildung
komplett verhindert. Wahrscheinlich verursachte eine
Hilfsstoff-Adsorbtion an der Oberfliche diese Hem-
mung. Natrium Carboxymethylcellulose verminderte
die Umwandlung; allerdings wurde noch eine ge-
ringe Menge an Hydrat (ca. 1% der Oberfldche) ge-
bildet. Die Umwandlung von PRXAH in Phosphat-
puffer wurde im Vergleich zu Wasser beschleunigt.
Simulierte Darmfliissigkeit (FaSSIF) verhinderte
Kiristallbildung und die polymorphe Umwandlung.

Schlussfolgerungen

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass einige
Hilfsstoffe die pseudopolymorphe Umwandlung von
Piroxicam in einem Zeitraum von 24 Stunden verhin-
dern. Ausserdem ist es uns gelungen zu belegen, dass
die Kristallbildung und die Umwandlungsrate in Was-
ser variabel waren. Dies liegt vermutlich an Faktoren
wie dem pH-Wert, Verunreinigungen, bzw. der Ionen-
starke. Mit der Analyse der dynamischen Bildgebung
fanden wir eine schnelle und zuverldssige Methode,
um die Umwandlungskinetik in Gegenwart von phar-
mazeutischen Hilfsstoffen zu bestimmen. ]
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Abbildung: Aufnahmen der Tablettenoberfldche in 0.5 % (w/w) nach einer Inkubations-

zeit von 0, 5.5, 9, 16 und 24 Stunden.
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Quantifizierung von Antimirs im RISC mittels
chemischer Ligations-gPCR

Matije Lucicl, Andreas Brunschweiger?, Luca Gebertd, Juerg Hunziker?, Jonathan Hall?

Die Robustheit der CL-qPCR-Methode als Nach-
weisverfahren weist praktisch keine analyti-
schen Einschrinkungen beziglich der chemi-
schen Form des Oligonukleotids auf. Die biolo-
gische Aktivitat der Antimirs wird vielmehr
durch die chemische Modifikation in einer po-
sitionsabhangigen Weise beeinflusst.

Die Fihigkeit, Biomakromolekiile zu detektieren und
zu quantifizieren, ist eine der wichtigsten Errungen-
schaften moderner bioanalytischer Analysen. Thera-
peutische Oligonukleotide werden héufig stark mo-
difiziert, um ihre pharmakokinetischen und pharma-
kodynamischen Eigenschaften wie Affinitit, Spezifi-
tat und/oder Nuklease-Resistenz zu verbessern. Der
Grad der chemischen Modifizierung stellt jedoch
Anforderungen und Einschrankungen an Analyse-
methoden. Tatsdchlich sind chemisch modifizierte
Oligonukleotide in der Regel nicht durch herkémm-
liche Enzym-basierte Verfahren wie Reverse-Tran-
skriptase-quantitative PCR (RT-gPCR) nachzuwei-
sen. Daher haben wir, als Teil unseres Programms zur
Entwicklung neuartiger chemisch modifizierter Anti-
mirs (Oligonukleotide, die komplementir zum Tar-
get-microRNA sind), eine neu entwickelte chemi-
sche Ligations-qPCR (CL-qPCR) Methode imple-
mentiert [1], um intrazellulire Mengen von chemisch
modifizierten microRNA-122 Antimirs nach der
Transfektion zu quantifizieren und deren Aufnahme
in den RISC (RNA-induced silencing complex) zu
bestimmen.

Ziele

Mit unserer neuen CL-qPCR-Quantifizierungsme-
thode wollen wir die Prisenz von Antimirs im RISC
bestimmen und {iberpriifen, ob diese mit der Anti-
mir-Aktivitat in biologischen Assays korreliert.
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Methoden

In der CL-gPCR-Methode dient das Antimir als eine
Art «Briicke», um eine Kopplungs-Ligationsreaktion
von zwel DNA-Ligatorsequenzen zu ermoglichen.
Bei erfolgreicher Hybridisierung der Ligatoren ans
Antimir erfolgt die Ligationsreakticn, wodurch ein
DNA-Ligationsprodukt entsteht, welches anschlie-
ssend durch qPCR quantifiziert werden kann. In
Abwesenheit einer «Briicke» (Antimir) erfolgt keine

CL-qPCR-Quantifizierungsmethode
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methode.
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Ligation und somit keine Detektion mittels gPCR.
Transfizierte Antimirs wurden in Zelllysaten und
nach Immunoprézipitation von AGO2-Protein, wel-
ches das Haupteffektor-Protein im RISC darstellt,
quantifiziert. Wir haben unsere Quantifizierungsda-
ten genutzt, um die biologische Aktivitit von Anti-
mirs in den zuvor ausgefiihrten Luziferase-Reporter-
Assays zu erkldren.

Resultate
Uberraschenderweise fanden wir heraus, dass die
Position der chemischen Modifikation im Antimir
wichtiger zu sein scheint als ihre chemische Struktur.
Die inhibitorische Aktivitdt war in der Regel am bes-
ten fiir Antimirs mit Modifikation an Position N3,
wihrend die Aktivitit bei einer Anderung an Position
N11 massiv abnahm. Wir nehmen an, dass der bech-
achtete Verlust der biologischen Aktivitdt mit steri-
scher Hinderung zwischen den chemischen Substi-
tuenten an Position N11 und dem AGO2 Protein im
RISC zu erklaren ist. Tatsdchlich korrelierte die Anti-
mir-Anwesenheit in RISC - quantifiziert durch die
CL-qPCR - mit seiner biologischen Wirksamkeit.
Unsere Erkenntnisse stehen im Einklang mit seit
kurzem verfiigbaren Réntgenstrukturdaten von

Posters primés lors du 8¢ Swiss Pharma Science Day

AGO2 im Komplex mit einer «guide-microRNA»
und einer komplementédren RINA [2]. Unsere Daten
bestdtigen die Fahigkeit des CL-qPCR Verfahrens zur
Detektion und Quantifizierung chemisch modifizier-
ter Antimirs in Zelllysaten und RISC.

Schlussfolgerungen

Die Robustheit der CL-qPCR-Methode als Nach-
weisverfahren weist praktisch keine analytischen
Einschriankungen in Bezug auf die chemische Form
des Oligonukleotids auf. Die biologische Aktivitit
der Antimirs wurde hauptsdchlich durch die chemi-
sche Modifikation in einer positionsabhéngigen Wei-
se beeinflusst und wurde mit der Prasenz im RISC
korreliert. Diese Ergebnisse haben weitreichende
Auswirkungen auf die zukiinftige Entwicklung von
Antimir-Arzneimitteln. |
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La brucéantine contrdle la prolifération de
cellules souches de myélome multiple

Mark Elia Issal, S. Berndt!, G. Carpentier? et M. Cuendet!

Dans le cadre de la recherche de nouveaux
composés d’origine naturelle contre le myé-
lome multiple, la brucéantine a démontré une
puissante activité in vitro contre la proliféra-
tion et la migration des cellules souches canceé-
reuses.

Le myéleme multiple reste un cancer incurable mal-
gré le développement de nouvelles thérapies. Une
hypothese suggére que les cellules souches cancé-
reuses (C5Cs) soient responsables de la majorité des
rechutes de patients atteints par cette maladie. Ceux-
ci développent une résistance au traitement et fi-
nissent par décéder [1].

Les CSCs sont caractérisées par une division
rapide, un manque de différenciation et une résis-
tance aux traitements, ce qui conduit a la formation
dune nouvelle tumeur (figure 1). Les composés qui
ciblent les CSCs de myélome multiple pourraient

donc permettre d’améliorer le pronostic des patients
atteints.

La brucéantine est un composé d’origine natu-
relle qui a été isolée pour la premiére fois & partir de
Brucea antidysenterica, un arbre de la famille des
Simaroubacées. Ce principe actif a déja montré une
activité anticancéreuse dans divers modeles, tant in
vitro que in vivo. Dans le cadre de la recherche de
nouveaux composés efficaces contre le myélome
multiple, 'activité de la brucéantine a été testée sur
des CSCs de myélome multiple [1].
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Effets de la brucéantine sur la prolifération Figure 1. Effets d’une thérapie ciblant les cellules souches cancéreuses en

des CSCs comparaison avec une thérapie conventionnelle.

Les CSCs de myélome multiple sont des cellules tu- Thérapieciblant des cellules Régression de la tumeur
souches cancéreuses

morigéniques qui ont été isolées a partir d'un patient
nouvellement diagnostiqué. Afin de mesurer la pro-
lifération des cellules en réponse a la brucéantine, un
marqueur de la division cellulaire a été utilisé. Des
concentrations nanomolaires de brucéantine ont in-
hibé la prolifération des cellules aprés 24 heures de
traitement.

Fga —>
> @
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Effets de la brucéantine sur la migration

Linvasion est une caractéristique déterminante des
tumeurs malignes, qui dépend principalement de la
capacité de migration des cellules cancéreuses. La
migration cellulaire a donc été évaluée en utilisant un
scratch test. Ce test permet, en créant un sillon dans
un tapis cellulaire, de tester la capacité des cellules a
recoloniser cet espace. Suite au traitement avec la
brucéantine, le processus de migration cellulaire a
été totalement inhibé.

@ Cellule cancéreuse

Langiogenese, qui est un processus de néovasculari-
sation et qui est notamment impliquée dans la crois-
sance des tumeurs, a été évaluée en utilisant des
cellules de la veine de cordon ombilical humain st AR Y
(HUVECs). Un modele in vitro tridimensionnel de
I'angiogenése [2] a montré que la brucéantine était  les HUVECs sur une bille.
également capable d'inhiber I'angiogenése (figure 2).
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La brucéantine a induit une altération de l'ex-
pression de genes impliqués dans la voie de signali- Adresse de correspondance
sation de Notch, tels que Notchl, HES1, RUNXI, MarkFlialssa
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signalisation a montré une diminution des effets  QuaiEmest-Ansermet 30,1211 Geneve 4
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myélome multiple.

Conclusions

La brucéantine a moniré une inhibition de la prolifé-
ration des CSCs de myélome multiple en impliquant
probablement la voie de signalisation Notch. L'étude
de l'effet de la brucéantine sur la migration des cel-
lules et sur I'angiogenese mérite d’étre approfondie
dans d'autres modeles de myélome multiple, notam-
ment au travers d'études in vivo représentatives de la
maladie. |



